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RESUME 
Mots-clŽs : MŽthanobactines, chalcophore, Pseudomonas extremaustralis, expression 

hŽtŽrologue, recombinaison homologue, Saccharomyces cerevisiae, E. coli 

Les mŽtaux de transition comme le cuivre et le fer sont essentiels pour la survie des bactŽries dans 

les niches Žcologiques. Les mŽthanobactines produites par des bactŽries mŽthanoptrophes sont le seul 

exemple de peptide chalcophore complexant spŽcifiquement le cuivre avec une haute affinitŽ. Elles 

jouent un r™le majeur dans la physiologie et lÕŽcologie des mŽthanotrophes, qui ont un fort besoin en 

cuivre pour rŽaliser lÕoxydation du mŽthane. Toutefois, lÕanalyse gŽnomique a rŽvŽlŽ que des 

chalcophores apparentŽs existeraient chez certaines bactŽries non-mŽthanotrophes comme chez 

Pseudomonas extremaustralis. Afin de comprendre le chimio-diversitŽ de ces peptides, ce stage a 

pour but de construire un syst•me dÕexpression hŽtŽrologue chez Escherichia coli pour le cluster des 

g•nes impliquŽs dans la biosynth•se dÕun peptide apparentŽ ˆ la mŽthanobactine dÕorigine de P. 

extremaustralis. Le stage a permis de mettre en place un protocole de clonage par recombinaison 

homologue chez la levure Saccharomyces cerevisiae et dÕappliquer cette mŽthode pour insŽrer le 

cluster entier dans le vecteur dÕexpression. Les rŽsultats obtenus ouvrent des perspectives pour la 

dŽcouverte de nous peptides apparentŽs aux mŽthanobacintes. 

 

 ABSTRACT 
Keywords: Methanobactins, chalcophore, Pseudomonas extremaustralis, heterologous 

expression, homologous recombination, Saccharomyces cerevisiae, E. coli. 

Transition metals such as copper and iron are essential for bacteria survival in their ecological niches. 

The methanobactins produced by the methanotrophic bacteria are the only example of chacophores 

that specifically chelate copper with high affinity. They play an important role in the physiology and 

the ecology of the methanotrophs which have a strong need for copper in order to make the oxidation 

of methane. Genome analyses revealed that the related chalcophores exist in some non-methanotroph 

bacteria such as Pseudomonas extrmaustralis. In order to understand the chemo-diversity of these 

peptides, this internship aimed to develop a system of heterologous expression in Escherichia coli for 

the gene cluster of the methanobactine-like peptide originating from P. extremaustralis. We have 

established a cloning protocol based on the homologous recombination in Saccharomyces cerevisiae 

and have applied this method to insert the whole gene cluster into an expression vector. The obtained 

results open the perspective to discover and characterize the related methanobactin-like peptide. 
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AbrŽviations 
 

5 FOA : 5-Fluoroorotic acid�R��
5-FU : 5-fluorouracile�R��
A : AdŽnine�R��
ADNg : Acide dŽsoxyribonuclŽique gŽnomique  
AGAP : Any-gene-any-plasmid ��
ARN : Acide ribonuclŽique�R��
ATP : AdŽnosine triphosphate�R��
CYS : CystŽine�R��
C : Cytosine�R��
D-PA : D-pŽnicillamine��
ECF : Extracytoplasmic function�R��
Kb : kilo base�R��
FD : Fast digest�R��
G : Guanine�R��
GLY : Glycine�R��
LC-MS : Liquid chromatography couplŽ ˆ la spectromŽtrie de masse 
MATE : Multidrug And Toxic Compound Extrusion�R��
Mbns : MŽthanobactines�R��
MFS : Major facilitor superfamily�R��
MMO : Methane monooxygŽnase�R��
NRPS : Non ribosomal peptide synthetase�R��
ODCase : Orotidine 5'-phosphate decarboxylase�R��
ORF : Open reading frame�R��
PCR : Polymerase chain reaction�R��
RBS : Ribosome biding site�R��
PEG : polyŽthyl•ne glycol�R��
RiPPs : Ribosomally synthesized and post-translationally modified 
peptides  
RMN : RŽsonnance magnŽtique nuclŽaire�R��
RND : Resistance/nodulation/cell division�R��
SER : SŽrine�R��
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T : Thymine�R��
TAR : Transformation associated recombinaison�R��
TBDTS :TonB dependant transporters  
TETA : triŽthyl•ne tŽtramine dihydrochloride��
URA : Uracile�R��
YCC : Yeast cloning cassette  
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I& Introduction gŽnŽrale 

Les mŽtaux de transition sont des nutriments essentiels pour tous les •tres vivants.  Les mŽtaux sont 

responsables de lÕintŽgritŽ structurelle des protŽines. Ils permettent Žgalement les transferts 

dÕŽlectrons et servent de catalyseurs. Plus de 30 % des protŽines ont un cofacteur (des molŽcules 

dÕassistance) contenant un mŽtal de transition1. Pour survivre, les organismes doivent rŽcupŽrer les 

mŽtaux dans leur rŽgime alimentaire ou leur environnement. Les •tres vivants doivent Žgalement •tre 

capables dÕhomŽostasie pour Žviter des intoxications. Des mŽcanismes sophistiquŽs sont donc mis en 

Ïuvre pour rŽguler les concentrations de ions mŽtalliques dans chaque cellule.  

 

Les mŽtallophores pourraient •tre dŽfinis comme des ligands organiques de bas poids molŽculaire 

qui ont une haute affinitŽ pour un ion mŽtallique. Ils ont pour fonction de fournir un organisme en 

ions mŽtalliques. LÕhomŽostasie de ces ions rŽgulent la biosynth•se et lÕexcrŽtion de leur ligand. Ils 

auraient Žgalement un r™le important dans la virulence dÕune souche pathog•ne.  

 

A partir de cette dŽfinition, les sidŽrophores sont des mŽtallophores qui sont excrŽtŽs pour permettre 

lÕimport du fer ferrique Fe3+. Les sidŽrophores sont simplement les exemples les mieux connus dÕune 

famille plus large de Ç mŽtallophores È 6.A contrario les phytochŽlateurs qui sont impliquŽs dans la 

dŽtoxification des mŽtaux ,ne sont pas des mŽtallophores 7.  

 

MalgrŽ lÕintŽr•t portŽ aux sidŽrophores, beaucoup moins de travaux ont ŽtŽ effectuŽs sur la chimie et 

la biologie des autres mŽtallophores 5. En effet, de nombreux mŽtaux, considŽrŽs comme toxiques ˆ 

forte concentration sont Žgalement essentiels ˆ la vie et sont requis sous forme de traces. 

 

Les chalcophores sont des mŽtallophores liant le cuivre (chalco- veut dire cuivre en grec). 

AujourdÕhui les seuls reprŽsentants de cette famille sont les mŽthanobactines. Elles jouent un r™le 

majeur dans la physiologie et lÕŽcologie des bactŽries mŽthanotrophes, qui ont un fort besoin en cuivre 

pour rŽaliser lÕoxydation du mŽthane8. Toutefois, lÕanalyse gŽnomique a rŽvŽlŽ que des chalcophores 

apparentŽs existeraient chez certaines bactŽries non-mŽthanotrophes comme chez Pseudomonas 

extremaustralis. Afin de comprendre le chimio-diversitŽ de ces peptides, nous avons contruit un 

syst•me dÕexpression hŽtŽrologue chez Escherichia coli pour le cluster des g•nes impliquŽs dans la 

biosynth•se dÕun peptide apparentŽ ˆ la mŽthanobactine dÕorigine de P. extremaustralis. Les 6 mois 

de stage ont permis de mettre en place un protocole de clonage par recombinaison homologue chez 

la levure Saccharomyces cerevisiae et dÕappliquer cette mŽthode pour insŽrer le cluster entier dans le 

vecteur dÕexpression. Les rŽsultats obtenus ouvrirent les perspectives pour la dŽcouverte dÕune 
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nouvelle mŽthanobactine.  

 

La premi•re partie de cette th•se sÕattachera ˆ faire un Žtat des lieux des concepts gŽnŽraux de chimie 

et de biologie rŽgissant les mŽtallophores en tant que famille fonctionnelle.  Les sidŽrophores sont les 

mŽtallophores les plus ŽtudiŽs, mais ne feront pas lÕobjet dÕattention particuli•re dans ce travail.  

Le but est de fournir une introduction gŽnŽrale sur lÕensemble des mŽtallophores pour apporter les 

informations nŽcessaires pour replacer dans son contexte les travaux de recherche qui seront prŽsentŽs 

dans la deuxi•me partie.  

 

Ce travail Žtant rŽalisŽ pour lÕobtention du titre de Docteur en Pharmacie, un chapitre portera donc 

sur les pathologies humaines liŽes au cuivre et les solutions que peuvent fournir les mŽthanoactines. 

Peu dÕŽtudes et de travaux Žtant disponibles, cette partie ne sera pas exhaustive. Le but Žtant de fournir 

un contexte gŽnŽral permettant de faire le lien entre les travaux de recherches et la santŽ publique.  

II &GŽnŽralitŽs sur les mŽtallophores 

II.1& MŽtaux de transition dans la physiologie bactŽrienne 

Les mŽtaux de transition sont une famille dÕŽlŽments chimiques du tableau pŽriodique. Ce sont les 
ŽlŽments du bloc d. Il sÕagit de 38 ŽlŽments des pŽriodes 4 ˆ 7 et des groupes 3 ˆ 12 (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Tableau pŽriodique 

Ce sont des ŽlŽments qui remplissent progressivement une sous-couche Žlectronique d en dessous 

dÕune sous-couche s saturŽe selon la r•gle de Klechkowski.  

Contrairement aux deux premiers groupes du tableau pŽriodique, (les mŽtaux alcalins et les mŽtaux 

alcalino-terreux), les mŽtaux de transition (notamment des groupes 4 ˆ 11) peuvent former des ions 

avec une grande variŽtŽ dÕŽtats dÕoxydation (-3 ˆ +8).  

 

Le terme mŽtalloprotŽine dŽsigne une protŽine qui comporte un ou plusieurs cofacteurs mŽtalliques. 

La nature utilise souvent les mŽtalloprotŽines comme catalyseurs. Par exemple les cations mŽtalliques 

sont essentiels pour rŽaliser dans les organismes vivants une chimie dÕoxydo-rŽduction (implique le 

transfert dÕŽlectrons). Seuls les ŽlŽments mŽtalliques prŽsentent une large gamme dÕŽtat dÕoxydation 

nŽcessaire pour ces rŽactions.  

 

Les cations des ŽlŽments fer, mangan•se, cuivre, zinc, magnŽsium, calcium ont des r™les clefs dans 

le mŽtabolisme des eucaryotes et des bactŽries. Dans une moindre mesure le nickel, le cobalt, le 

molybd•ne, le vanadium et le tungst•ne sont Žgalement utilisŽs.  

 

Les r™les des mŽtaux de transition couramment citŽ sont multiples et le but nÕest pas de faire une 

description exhaustive. Ils peuvent •tre : 

 1) transporteurs dÕoxyg•ne (par exemple, le fer est requis pour la croissance de presque toutes 
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les bactŽries. Il est retrouvŽ en tant que cofacteur comme lÕh•me. LÕh•me permet dÕaccueillir un gaz 

diatomique au centre dÕun large anneau organique appelŽ porphyrine) ; 

 2) cytochromes (ce sont des h•mes contenant du fer, qui sont principalement responsables de 

la gŽnŽration dÕATP gr‰ce au transport dÕŽlectrons).  

 

On retrouve Žgalement les mŽtaux de transition chez les mŽtalloenzymes :  

1) anhydrase carbonique (le zinc forme des liaisons de coordination avec trois imadazoles) ; 

2) vitamine B12 aussi appelŽe cobalamine (utilise le cobalt pour catalyser le transport de 

mŽthyles entre deux molŽcules) ; nitrogŽnases (utilise le molybd•ne pour fixer lÕazote 

atmosphŽrique) ;  

3) superoxyde dismutase (utilise le cuivre pour gŽnŽrer des O2
- qui sont des ions rŽactifs) ;  

4) hydrog•nase (peuvent utiliser le fer ou le nickel pour cliver H2). 

 

Les mŽtaux de transition sont utilisŽs par les bactŽries dans de nombreux processus physiologiques. 

La capacitŽ dÕune souche bactŽrienne ˆ acquŽrir de fa•on plus ou moins efficace ces mŽtaux dans des 

environnements qui en sont pauvre est un facteur important de la virulence bactŽrienne. 

 

II.2& Les mŽtallophores et la biodisponibilitŽ des mŽtaux 

Les organismes rŽcup•rent seulement les nutriments qui sont biodisponibles. Cependant la 

biodisponibilitŽ nÕest pas constante et identique en fonction de lÕenvironnement et des esp•ces. Des 

nutriments disponibles pour un organisme peuvent ne pas lÕ•tre pour un autre 22. De plus des 

nutriments disponibles ˆ un moment donnŽ ne le sont pas forcŽment dans des conditions diffŽrentes 
23. De fa•on conceptuelle, les nutriments sont distribuŽs dans trois espaces :  

1) les nutriments directement disponibles, cÕest ˆ dire quÕils sont sous une forme qui leur 

permet dÕ•tre directement assimilŽ par un organisme (lÕespace biodisponible) ; 

 2) lÕespace potentiellement disponible qui remplit directement lÕespace biodisponible sur une 

Žchelle de temps significatif (lÕespace potentiellement biodisponible) ;  

3) lÕespace non biodisponible qui contient les nutriments qui ne peuvent pas devenir 

biodisponibles pour un organisme sur une Žchelle de temps significatif car ils sont incorporŽs dans 

une matrice minŽrale  (lÕespace bioinaccessible) 24.  

 

Lorsque la cinŽtique dÕincorporation dÕun nutriment est rapide en comparaison avec le processus de 

remplissage de lÕespace biodisponible, lÕenvironnement proche de lÕorganisme va rapidement 

sÕappauvrir, crŽant un gradient de concentration 25 26. 



 14 

LorsquÕils sont secrŽtŽs, les mŽtallophores vont commencer un processus qui affecte lÕefficacitŽ de 

lÕacquisition des mŽtaux ˆ partir de lÕespace biodisponible et de lÕespace potentiellement 

biodisponible (Figure 3).  

 

Les mŽtaux se trouvent sous une grande variŽtŽ dÕŽtats dans lÕenvironnement comme : Žtat solide, 

sous forme de collo•de, de complexes dissous etcÉ 27. Les nutriments associŽs avec ces phases sont 

considŽrŽs comme appartenant aux espaces potentiellement biodisponibles ou bioinaccessibles. Dans 

ces espaces, les mŽtaux dÕintŽr•t peuvent •tre ˆ la fois sous forme adsorbŽs ou prŽcipitŽs, associŽs 

avec de la mati•re organique, avec de lÕargile ou avec des (hydr)oxides 28.  

 

Les rŽactions dÕadsorption et dissolution peuvent affecter profondŽment la capacitŽ des mŽtallophores 

ˆ solubiliser un mŽtal. LÕadsorption du mŽtallophore est un prŽrequis dans le processus de dissolution 

contr™lŽ par un ligand 29. Plusieurs Žtudes montrent que la cinŽtique de dissolution initiŽe par un 

mŽtallophore est proportionnelle ˆ la concentration du mŽtallophore adsorbŽ ˆ la surface du minŽral 
30 31 32. Cependant lÕadsorption du mŽtallophore ˆ la surface du minŽral retient le complexe 

Figure 1 : Mode dÕaction des mŽtallophores. Le mŽtallophore est sŽcrŽtŽ par lÕorganisme dans lÕenvironnement aqueux. Il va 

chŽlater lÕion mŽtal cible. LÕensemble du complexe est ensuite importŽ ˆ lÕintŽrieur de la cellule. Cependant le ligand et le 

complexe sont exposŽs ˆ des facteurs environnementaux qui vont diminuer lÕefficacitŽ du mode dÕaction. Ces processus sont 

par exemple lÕadsorption, la dŽgradation, la compŽtition, le piratage des autres organismes. 
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mŽtallophore-mŽtal rŽduisant les flux de diffusion du mŽtal cible vers lÕorganisme 33. Cette rŽtention 

dŽpend de lÕimportance de la surface dÕinteractions entre les ligands et les composŽs rŽactifs de 

lÕenvironnement. Ces intŽractions peuvent •tre Žlectrostatiques, hydrophobes, chimiques etcÉ La 

charge du complexe mŽtallophore-mŽtal est importante car la pluspart des mati•res organiques et des 

argiles minŽrales ont une charge nŽgative. Cela entraine la rŽpulsion des complexes mŽtallophore-

mŽtal nŽgatifs. Au contraire ils attirent les complexes positivement chargŽs 34.  

 

Les mŽtallophores peuvent •tre dŽgradŽs soit de fa•on microbienne ou chimique par des rŽactions 

photochimiques ou dÕoxydorŽduction 35 36 37.  Le mŽcanisme dominant de dŽgradation et leurs 

cinŽtiques dans des conditions naturelles ne sont pas connus pour la plupart des mŽtallophores. La 

cinŽtique de dŽgradation dŽpend probablement dÕune combinaison de facteurs environnementaux 

comprenant la taille et la composition de la communautŽ microbienne 22. Cependant, certains 

microorganismes ont montrŽ quÕils Žtaient capables dÕutiliser les mŽtallophones comme source de 

carbone 38. 

 

Les mŽtallophores peuvent augmenter lÕacquisition des mŽtaux ˆ travers plusieurs mŽcanismes 

gŽochimiques et biologiques interconnectŽs. Tout dÕabord ils peuvent faciliter la solubilisation de 

lÕion mŽtallique 39. Cette solubilisation peut entrainer le passage des nutriments de lÕespace 

potentiellement biodisponible ˆ lÕespace biodisponible. Une solution plus concentrŽe en nutriments 

limite la dŽplŽtion relative de nutriments ˆ la surface de lÕorganisme. De plus cela va augmenter le 

gradient de diffusion vers lÕorganisme. Enfin, les organismes peuvent avoir des rŽcepteurs spŽcifiques 

qui facilitent lÕimport des complexes mŽtallophore-mŽtaux 40. 

 

Dans le mod•le Ç free ion activity model È (FIAM), lÕactivitŽ des ions libres est considŽrŽe comme 

une mesure de leur biodisponibilitŽ car sous cette forme ils sont directement importables. LÕactivitŽ 

des ions libres dans lÕenvironnement peut ne pas •tre affectŽe par les mŽtallophores (car lÕactivitŽ est 

dŽterminŽe par la solubilitŽ dÕune phase minŽrale), ou bien diminuer (en raison de lÕaugmentation de 

la chŽlation des ions dže ˆ la sŽcrŽtion des mŽtallophores). Pour contribuer ˆ lÕimport du nutriment, 

le complexe mŽtallophore-mŽtal doit •tre  

 

1)* biodisponible ce qui lui permet dÕ•tre directement importŽ dans lÕorganisme comme 

complexe 40. 

2)* suffisamment labile de fa•on ˆ ce quÕil se dissocie dans lÕenvironnement immŽdiat de 

lÕorganisme41. 

3)* susceptible dÕ•tre modifiŽ par lÕorganisme de fa•on ˆ ce que lÕion dŽsirŽ soit sous forme 
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biodisponible. Par exemple, certaines enzymes membranaires peuvent modifier les 

propriŽtŽs dÕune complexe mŽtallophore-mŽtal en le rŽduisant de fa•on ˆ le rendre moins 

stable 42. 

 

Les organismes peuvent •tre affectŽs par la production de mŽtallophores provenant dÕautres 

organismes ˆ proximitŽ. Pour quÕun organisme bŽnŽficie de la production dÕun autre organisme il 

doit dŽvelopper des transporteurs adaptŽs. Par exemple certaines bactŽries dŽveloppent des 

transporteurs pour des xenosidŽrophores 43. Les esp•ces de bactŽrie de Yersina ne produisent pas de 

sidŽrophores catŽcholate ou hydroxamate, mais sont tout de m•me capables dÕimporter ces complexes 
44 . Certains actinomyc•tes diminuent leur production de sidŽrophores lorsquÕils sont capables 

dÕimporter des sidŽrophores produits par une autre esp•ce 45. Cela sugg•re quÕil y a une compŽtition 

pour le fer, traduite par le piratage des sidŽrophores. De plus un sidŽrophore spŽcifique ˆ une esp•ce 

peut altŽrer lÕexpression gŽnique des sidŽrophores dÕune autre souche.  

 

II.3& LÕimportance des mŽtallophores dans lÕinteraction h™te 

pathog•ne. 

Les bactŽries pathog•nes doivent faire face ˆ une limitation supplŽmentaire mise en place par 

lÕorganisme h™te pour prŽvenir le dŽveloppement des bactŽries. Cette stratŽgie dÕ Ç immunitŽ 

nutritionnelle È se traduit par des mŽcanismes spŽcialisŽs de sŽquestration comme  pour le fer, le 

mangan•se ou le zinc 2. LÕacquisition du fer est un bon exemple de cette guerre pour lÕacquisition des 

mŽtaux dans des environnements pauvres.  La bactŽrie va synthŽtiser des sidŽrophores qui ont une 

tr•s grande affinitŽ pour le fer ferrique Fe3+. Ce sont des peptides  secrŽtŽs dans lÕenvironnement 

extracellulaire, puis rŽimportŽs sous forme de complexe avec le fer 3.  Les sidŽrophores sont souvent 

associŽs avec la virulence et peuvent aussi dans certain cas importer dÕautres mŽtaux 4 5.  

 

Le syst•me immunitaire de lÕhomme a ŽvoluŽ pour rŽduire la biodisponibilitŽ des mŽtaux de transition 

pour les bactŽries pathog•nes. Les mŽtaux de transition de Mn(II) ˆ Zn(II) sont des cofacteurs pour 

les mŽtalloenzymes que lÕon retrouve dans toutes les cellules vivantes. LÕorganisme pathog•ne est 

capable de dŽvelopper une stratŽgie efficace pour lutter contre Ç lÕimmunitŽ nutritionelle È 

dŽveloppŽe par lÕh™te.  Il semble de plus en plus Žvident que lÕh™te essaie de rendre Mn, Fe, et Zn 

moins biodisponibles alors quÕau contraire il utilise le Cu pour tuer les micro-organismes invasifs.  

 

Les Žtudes de gŽnŽtique et de mŽtabolomique associent la production de sidŽrophores avec la 
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virulence chez de nombreux pathog•nes humains, comme par exemple E. coli et les bactŽries Gram-

nŽgatifs 50. LÕexpression dÕun seul type de sidŽrophores est suffisant pour lÕacquisition de Fe in vitro. 

Pourtant de nombreuses souches dÕE. coli uropathog•nes (UPEC) produisent de nombreux types de 

sidŽrophores diffŽrents dont la yersiniabactine (Ybt) qui est un sidŽrophore associŽ ˆ la virulence. La 

co-expression de ce sidŽrophore portant un groupe catŽcholate est dÕautant plus surprenante quÕen 

condition physiologique, Ybt est capable de chŽlater Cu(II).  

LÕexpression de Ybt correspond ˆ des souches dÕUPEC possŽdant une rŽsistance ŽlevŽe au cuivre. 

Alors quÕYbt est sidŽrophore liant principalement le fer, son r™le pourrait •tre diffŽrent lorsque celui-

ci se lie au cuivre. Il jouerait alors un r™le de sŽquestration favorable ˆ la survie de lÕorganisme 

pathog•ne 51.  

 

La staphylopine est un mŽtallophore proche de la nicotiamine identifiŽe chez Staphylococcus aureus. 

Il est impliquŽ dans lÕacquisition de Ni, Co, Zn, Cu et Fe en fonction des conditions de croissance de 

la bactŽrie. M•me si lÕimportance de ce mŽtallophore nÕa pas encore ŽtŽ dŽmontrŽe dans la virulence 

de S. aureus, des g•nes homologues ˆ ceux impliquŽs dans la biosynth•se de la staphylopine sont 

bien conservŽs chez Yersinia petsis et Pseudomonas aeruginosa. Ceci accentue lÕinfluence probable 

de ce mŽtallophore dans les mŽcanismes de pathogŽnicitŽ. DÕautre part un mŽcanisme dÕexport 

similaire ˆ celui de la staphylopine est indispensable ˆ la croissance de P. aeruginosa dans les mucus 

des voies respiratoires qui sont tr•s pauvres en ions mŽtalliques 52. 

 

III & DiversitŽ des mŽtallophores bactŽriens  

III.1 & Relations entre structures et spŽcificitŽ. 

III.1.1* Le degrŽ de valence  

La grande affinitŽ et la spŽcificitŽ pour un ion mŽtallique sont les propriŽtŽs classiques des 

mŽtallophores. La spŽcificitŽ dÕun ligand pour un ion mŽtallique est contr™lŽe par plusieurs facteurs 

mettant en jeux ˆ la fois la structure du mŽtallophore et les caractŽristiques de lÕion mŽtallique.  

 

Un param•tre important est le degrŽ de valence de coordination selon le concept acide-base de 

Pearson (thŽorie HSAB). La duretŽ ou la faiblesse dÕun mŽtal et de son ligand dŽpendent de leur 

tendance ˆ former des liaisons avec des composŽs, respectivement, plus ioniques ou covalents.  

 

Les ions acides forts comme Pu4+, Ga3+, Mn3+, Cr3+, Fe3+ et Co3+ sont caractŽrisŽs par un ratio 
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important de la charge et du rayon atomique (z/IR, ratio charge-rayon atomique), une 

ŽlectronŽgativitŽ importante ainsi quÕune faible polarisabilitŽ. Ils contiennent une forte affinitŽ pour 

les donneurs forts comme lÕoxyg•ne. LÕaffinitŽ des ligands avec des groupes donneurs contenant de 

lÕoxyg•ne, comme les sidŽrophores microbiens et les chŽlateurs carboxyliques est souvent fortement 

corrŽlŽe au ration charge-rayon atomique de lÕion mŽtallique (Figure 1)9 10 .  

 

Paradoxalement ce type de relation peut conduire ˆ ce que des mŽtallophores aient une affinitŽ plus 

importante pour dÕautres composŽs mŽtalliques. Par exemple, le sidŽrophore desferrioxamine-B 

(DFOB) a une forte affinitŽ pour Fe3+, mais poss•de une affinitŽ encore plus grande pour Pu4+ (oxyde 

de plutonium) 11. Cela sous-entend que m•me si lÕaffinitŽ pour le mŽtal cible est grande, dÕautres 

mŽtaux peuvent compromettre la sŽlectivitŽ. La pyoverdine PV1 est capable de lier des mŽtaux 

diffŽrents du fer qui ont une affinitŽ moindre que celle de Fe3+.  

Des mŽtaux non ferriques sont capable dÕemp•cher P. aeruginosa de rŽcupŽrer du fer provenant de 

son environnement 12. De fa•on similaire, dans certains sols calcaires, lÕacide deoxymugŽnique 

(DMA) favorise la liaison avec des ions comme Cu, Co et Ni ˆ la place de lÕion Ç physiologique È 

qui est Fe 13.  

 

 A lÕinverse, les ions acides faibles, comme Cu+, Cd2+ et Hg2+, sont caractŽrisŽs par un ratio charge-

rayon dÕatome plus petit, une ŽlectronŽgativitŽ plus faible, et un grand degrŽ de polarisabilitŽ. Ils ont 

une plus grande affinitŽ pour des ligands faibles contenant des atomes de souffre sous forme rŽduite 

ainsi que des atomes dÕazote, comme les groupes thiolates et cyanures. Ce sont des composŽs qui ont 

Figure 2 : CorrŽlation entre le ration de la charge ionique et le rayon atomique et la constante de stabilitŽ pour Mn+HDFOB2-n 
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des caract•res plus covalents. Selon la thŽorie HSAB, lÕazote est un donneur important pour des ions 

divalents de duretŽ intermŽdiaire comme Fe(II), Co(II), Ni(II), Cu(II) et Zn(II). 

 

 LÕutilitŽ de ce concept est illustrŽe par lÕobservation des sidŽrophores liants Fe(III)qui contiennent 

souvent des atomes dÕoxyg•ne donneurs que lÕon retrouve dans des groupes comme les acides 

hydroxamiques, les catŽcholates et les acides ! -hydroxycarboxylique. Au contraire les chalcophores 

liant Cu, contiennent des atomes de souffre et dÕazote comme groupes donneurs (Figure 2). Cette 

analyse dŽmontre que la sŽlectivitŽ des mŽtallophores pour un mŽtal donnŽ dŽpend des interactions 

chimiques entre les spŽcificitŽs des ions mŽtalliques et les groupes donneurs des mŽtallophores.  
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III.1.2* Taille et flexibilitŽ  

La thŽorie HSAB ne prend en compte que la nature des liaisons de coordination. La gŽomŽtrie du 

ligand joue Žgalement un r™le dans les interactions avec le mŽtal. La nature et le nombre de groupes 

donneurs contr™lent partiellement les interactions spatiales du mŽtallophore avec lÕion mŽtallique en 

fonction de sa taille et de sa configuration Žlectronique 14. Par exemple, le sidŽrophore hexadentŽ 

DFOB forme un complexe octaŽdrique avec le fer, satisfaisant ainsi les valences de coordination de 

Figure 3 : Exemple de structure de mŽtallophore : a) aerobactin, b) methanobactine OB3b, c) pyochelin, d) pyridine-2,6-

bisthiocarboxylique (PTBC), e) desferrioxamine-B (DFOB), f) acide mugineic, g) azotochelin, h) aminochelin, i) protochelin 
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Fe(III). Des DFOB synthŽtiques qui ont un groupe bidentŽ additionnel poss•dent une affinitŽ 

augmentŽe pour des ions actinides (les mŽtaux lourds) qui peuvent faire plus de liaisons de 

coordinations que Fe(III)15. DÕautre part, des structures annulaires composŽes de plusieurs groupes 

chŽlateurs sont capables de meilleures interactions avec des petits ions mŽtalliques. Ainsi, des 

structures annulaires composŽes de six groupes comme ceux que lÕon observe chez les acides 

citriques sont adaptŽes pour lier des petits ions comme  Fe ( IR!"  0,6 # ). Au contraire, des structures 

composŽes de quatre groupes sont plus efficaces pour lier des mŽtaux plus grands ( IR $  1,0 #!%16 . 

Le cuivre poss•de un rayon atomique intermŽdiaire et est chŽlatŽ par des structures ˆ six ou cinq 

membres (comme les chalcophores)17. 

 

La fa•on dont un mŽtallophore est capable de satisfaire les conditions de liaison avec un ion 

mŽtallique dŽpend aussi de la structure globale et de sa flexibilitŽ. La composition et la taille de la 

cha”ne qui connectent les diffŽrents groupes donneurs, bien que moins importantes que la nature des 

groupes donneurs, jouent aussi un r™le dans les constantes de liaison pour les diffŽrents mŽtaux 18 19. 

Les effets de la flexibilitŽ peuvent •tre observŽs sur les structures les plus communes des sidŽrophores. 

Les catŽcholates sont tr•s rigides en raison de lÕŽtat dÕhybridation du phŽnyle et de la dŽlocalisation 

de la densitŽ Žlectronique ˆ travers le syst•me conjuguŽ. Cette rigiditŽ est idŽale pour un syst•me de 

coordination octaŽdrique, comme cÕest le cas pour le fer. Les groupes donneurs acides ! -

hydroxycarboxylique ont au contraire une dŽlocalisation Žlectronique minimale ce qui rend ce type 

de groupe tr•s flexible. Cette flexibilitŽ convient ˆ des structures diffŽrentes des coordinations 

octaŽdriques, comme les distorsions de Jahn-Teller (par exemple le complexe hexaaquacuivre(II)). 

De plus, les chalcophores flexibles forment des complexes distordus tŽtraŽdriques avec le cuivre, 

composŽs de cinq groupes donneurs pour Cu(I) et de six groupes donneurs pour Cu(II) 17. Les 

prŽfŽrences concernant la gŽomŽtrie des liaisons de coordination peuvent •tre dŽterminŽes en 

comparant les constantes de stabilitŽ dÕun mŽtallophore avec diffŽrents ions mŽtalliques ˆ diffŽrents 

stades dÕoxydation 14. 

 

III.1.3* Environnement compŽtitif  

La production des mŽtallophores est la consŽquence dÕune faible disponibilitŽ dÕun nutriment dans 

lÕenvironnement. Cependant, la sŽlectivitŽ du mŽtallophore pour ce mŽtal est souvent limitŽe. La 

sŽlectivitŽ dŽpend des caractŽristiques structurelles, de la charge de lÕion, du rayon atomique et de la 

configuration. Ainsi, si le mŽtallophore est sŽcrŽtŽ dans un environnement contenant des ions qui ont 

des propriŽtŽs chimiques similaires ˆ lÕion mŽtallique ciblŽ, lÕefficacitŽ de la chŽlation peut diminuer 
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en raison de la compŽtition dÕun Žventuel ion mŽtallique non dŽsirŽ9. La compŽtition rŽduit la quantitŽ 

de ligand disponible pour lier le mŽtal et peut donc forcer lÕorganisme ˆ dŽpenser plus dÕŽnergie pour 

produire davantage de mŽtallophores. 

 

La comprŽhension de la chute dÕefficacitŽ liŽe ˆ la compŽtition dÕun ion mŽtallique non dŽsirŽ peut 

se faire soit dÕun point de vue thermodynamique ou cinŽtique. DÕun point de vue thermodynamique, 

lÕimpact de la compŽtition peut •tre estimŽ ̂  travers la modŽlisation dÕun Žquilibre thermodynamique. 

Cependant dans un cadre temporel Ç biologique È, lÕŽquilibre peut ne pas •tre atteint, en raison de 

nombreux facteurs comme la diffŽrence cinŽtique de mobilisation des diffŽrents mŽtaux. Par exemple, 

un chalcophore peut lier prŽfŽrentiellement le mercure au lieu du cuivre malgrŽ une prŽfŽrence 

thermodynamique pour le cuivre. Cela peut •tre expliquŽ par une cinŽtique plus rapide de la 

complexation du mercure par rapport ˆ celle du cuivre 20. Ce mŽcanisme peut •tre utilisŽ comme 

mŽcanisme de dŽtoxification ˆ lÕaide de mŽthanobactines.  

 

Dans le cadre de cet exemple, un mod•le cinŽtique est plus adaptŽ. A la fois lÕabondance du mŽtal et 

la cinŽtique ˆ laquelle il se complexe avec le mŽtallophore sont pris en compte. De plus lÕavancement 

de la rŽaction influe sur la spŽcificitŽ du mŽtallophore. Dans ce cas lorsque lÕion mŽtallique cible est 

dŽplacŽ par un compŽtiteur, cela produit un effet nŽgatif sur lÕacquisition de lÕion mŽtallique 21. Le 

taux de dŽplacement de lÕion mŽtallique dŽsirŽ dŽtermine la baisse de lÕimport du nutriment. 

 

Les chapitres prŽcŽdents Žtaient focalisŽs sur la nature des mŽtallophores, leur chimie et leurs 

interactions avec les mŽtaux sous forme de traces dans lÕenvironnement.  

Nous allons voir ̂  prŽsent quelques exemples, non exhaustifs, dÕautres mŽtallophores. Ceci fera office 

dÕun rapide Žtat des lieux sur les relations des mŽtallophores bactŽriens avec des mŽtaux moins connus 

que le Fer.  

 

III.2 &  Fer, Molybd•ne, Vanadium chez les bactŽries fixant 

lÕazote 

Certains mŽtallophores classifiŽs comme des sidŽrophores peuvent •tre impliquŽs dans la rŽgulation 

et lÕimport dÕautres mŽtaux comme le molybd•ne (Mo) et le vanadium (V). CÕest le cas pour des 

bactŽries fixant lÕazote comme Azospirilium lipoferum ou des bactŽries de la famille Rhizobia 53 54.  

Ces esp•ces sont connues pour produire plusieurs sidŽrophores de type catŽcholates ou mixte.  Ces 

organismes ont un besoin important de Mo et V car ils sont utilisŽs par les nitrogŽnases, lÕenzyme 
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responsable de la fixation de lÕazote 55 6. Les nitrogŽnases peuvent utiliser Fe et Mo ou juste Fe, dans 

certains cas, V peut substituer Mo, lorsque ce dernier est manquant 56.  LÕazote est souvent le 

nutriment limitant dans les environnements terrestres et maritimes.  La raretŽ du Mo ( 0,5-5 mg/kg 

dans les sols) fait que lÕimport de cet ŽlŽment est un facteur important de la fixation de lÕazote dans 

lÕenvironnement 27.  

 

Des travaux rŽcents chez Azospirilium vinelandii est lÕexemple le plus ŽtudiŽ des bactŽries fixant 

l Ôazote. Cette bactŽrie est capable de produire un tricatŽcholate (protoch•line), un bicatŽcholate 

(azotoch•line) et un mŽtallophore mixte (azotobactine) qui contient un groupe catŽcholate, un groupe 

hydroxamate et un groupe ! -hydroxycarboxylate (Figure 2) 57. Cette bactŽrie produirait Žgalement 

dÕautres ligands : deux monocatŽcholates, lÕaminoch•line et lÕacide 2,3 dihydrobenzo•que (DHBA). 

La prŽsence de tous ces sidŽrophores ont interrogŽ sur leur possible r™le dans lÕimport du Mo et sur 

le r™le du Mo sur lÕimport de Fe. Cependant les constantes de stabilitŽ des complexes Mo sont bien 

plus faibles que pour les complexes avec Fe(III). LÕazotochŽline, la protochŽline et lÕazotobactine 

peuvent promouvoir lÕimport de Mo pour leur utilisation par les nitrog•nases 58 55 59. LÕimport de Mo 

se fait lorsquÕil est prŽsent en faible quantitŽ dans lÕenvironnement (<10-8 M), m•me lorsque 

lÕenvironnement est riche en fer. Toutefois lorsque les concentrations en Mo sont fortes (>10-6-10-5 

M), lÕimport de Mo est stoppŽ, probablement pour Žviter les effets toxiques de ce mŽtal. LorsquÕil  

nÕy a pas beaucoup de Mo, ces m•mes sidŽrophores peuvent importer le V.  Des Žtudes sugg•rent 

que des transporteurs indŽpendants sont utilisŽs pour chacun des complexes. Chez A. vinelandii, un 

transporteur membranaire de type ABC est utilisŽ pour faciliter lÕimport de Mo, mais le lien avec le 

complexe mŽtallophore-Mo nÕa pas ŽtŽ fait 6.  

 

La capacitŽ de ces ligands ˆ fixer le Mo ou le V est surprenante. En effet comparŽes ˆ Fe(III) les 

constantes de stabilitŽ de Mo et V sont bien plus faibles. Cependant une explication cinŽtique plut™t 

que thermodynamique pourrait expliquer ce phŽnom•ne 6. Dans lÕenvironnement, le Fer est 

vraisemblablement sous forme de phase minŽrale. Le Mo et le V sont probablement absorbŽs ˆ la 

surface de ces minŽraux 60 ou bien liŽs ˆ des molŽcules organiques. Par consŽquent le Mo et le V sont 

plus labiles que le Fer(III). De plus lÕaminochŽline a montrŽ quÕelle Žtait capable de dissoudre le Mo 

ˆ partir de silicate Mo-Fe. Ces observations sugg•rent que le Mo et le V sont capables dÕ•tre 

compŽtitifs dÕun point de vue cinŽtique avec le Fe. Cela explique pourquoi des complexes 

mŽtallophore-Mo ou mŽtallophore-V peuvent •tre cocomitant du fer qui a une constante dÕaffinitŽ 

bien plus importante. 
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III.2.1* Le Nickel chez Escherichia coli  

Le nickel est un ŽlŽment essentiel pour les plantes mais Žgalement pour les champignons, les archŽes, 

les algues ainsi que les bactŽries61. Il est impliquŽ dans de nombreuses enzymes, incluant les 

hydrogŽnases, les superoxides dismutases mais Žgalement dans les mŽcanismes de mŽthanotrophie 62 
63 64. LÕimport et lÕhomŽostasie du Ni dans les cellules sont Žtroitement rŽgulŽs 64. Des Žtudes 

dŽtaillŽes chez E. coli ont montrŽ que lÕimport du Ni pourrait •tre rŽgulŽ par un mŽtallophore m•me 

si la dŽtection nÕa pas ŽtŽ faite.  Il a ŽtŽ montrŽ que E. coli poss•de un transporteur membranaire de 

type ABC pour le Ni 65. Des rŽcepteurs homologues ont ŽtŽs identifiŽs chez dÕautres bactŽries. Une 

protŽine membranaire (NikA) est un rŽcepteur au Ni pour le transporteur. Initialement il ŽtŽ suggŽrŽ 

que ce rŽcepteur interagissait avec des pentaaquonickel 66. Cependant, des complexes Fe(III)-EDTA 

se lient fortement sur un des sites de NikA. Ceci sugg•re que le rŽcepteur peut se lier avec le complexe 

mŽtal-ligand quaternaire. CÕest un indice sur la prŽsence dÕun mŽtallophore comportant un 

carboxylate 67. De plus la spectromŽtrie de masse montre la prŽsence dÕune petite molŽcule liŽe au Ni 
68. Le butane-1,2,4-tricarboxylate (BTC) a ŽtŽ proposŽ comme ligand candidat. Cependant le 

complexe Ni-BTC- NikA nÕa pu •tre construit. LÕhypothŽtique mŽtallophore reste ˆ identifier.  

 

III.3 &Le cobalt chez les bactŽries marines et les cyanobactŽries 

Le cobalt (Co) nÕest pas beaucoup utilisŽ chez les procaryotes. Cependant il est prŽsent dans la 

cobalamine (B12) et il peut se substituer chez dÕautres mŽtalloenzymes (par exemple, les anhydrases 

carboniques). Il pourrait •tre impliquŽ dans des voies mŽtaboliques inconnues ˆ ce jour 69. Plusieurs 

esp•ces de cyanobactŽries ont besoin du cobalt pour leur croissance 70. Ce dernier est prŽsent dans 

les ocŽans et dans la plupart des environnements, en tr•s faible concentration (pM) 71. Il est donc 

possible quÕun syst•me dÕimport utilisant un mŽtallophore soit nŽcessaire, surtout chez les 

organismes marins.  

 

Cette hypoth•se est soutenue par plusieurs indices. LÕessentiel du Co dans les ocŽans est chŽlatŽ par 

des ligands ˆ haute affinitŽ 69. Les cyanobactŽries sont connues pour produire en culture des ligands 

pour le Co. Ces complexes avec le Co sont retrouvŽs en profondeur dans les ocŽans suggŽrant quÕils 

sont stables. Cependant la structure de ces ligands est inconnue. Une possibilitŽ est que la cobalamine 

ou ses produits de dŽgradation soit la source prŽdominante de ces complexes. Co(III) forme tout de 

m•me des complexes tr•s stables avec des bases fortes emp•chant dÕexclure que dÕautre biomolŽcules 

ne soient pas candidates72. Le cobalt trivalent a la plus grande constante de stabilitŽ connue pour la 

rhizoferrine (qui comporte un groupe ! -hydroxycarboxylique) ainsi que pour la DFOB ( qui comporte 
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un groupe trihydroxamates). CÕest probablement dž aux liaisons Co-O avec les sidŽrophores qui sont 

tr•s courtes 73. DÕautre part plusieurs sidŽrophores ont montrŽ quÕils Žtaient capables de dissoudre 

plus rapidement CoOOH que FeOOH.  

Lorsque lÕon regarde le tableau gŽnŽral, ces rŽsultats montrent quÕil est possible que des 

mŽtallophores soient impliquŽs dans lÕimport du Co chez les procaryotes.  

 

 Export et import des mŽtallophores 

III.4 & GŽnŽralitŽs  

Les produits naturels, apr•s avoir ŽtŽ synthŽtisŽs sont principalement exportŽs par diffŽrents 

transporteurs. Pour les bactŽries Gram-nŽgatifs, ils doivent ˆ la fois passer du cytosol au cytoplasme, 

puis du pŽriplasme ˆ lÕespace extracellulaire. Cela nŽcessite lÕimplication de plusieurs mŽcanismes 

de concert. Par dŽfinition, les bactŽries Gram-positifs nÕont quÕune membrane puis la paroi ̂  traverser. 

Forcement les mŽcanismes impliquŽs ne sont pas les m•mes (Figure 4).  

 

DÕautres, les mŽtallophores sont une famille fonctionnelle. Les voies de biosynth•ses, dÕexcrŽtion, 

dÕimport ne sont pas les m•mes entre les diffŽrents mŽtallophores. Par consŽquent outre les 

diffŽrences entre les Gram-nŽgatifs et les Gram-positifs, il existe des diffŽrences au sein m•me des 

mŽtallophores ayant une affinitŽ prŽfŽrentielle pour le m•me mŽtal. Seuls les mŽcanismes de 

sŽcrŽtions les plus connus, ou ceux ayant une importance pour la comprŽhension du travail de 

recherche seront dŽtaillŽs dans ce chapitre. 
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III.5 & Les mŽcanismes dÕexport et dÕimport chez les Gram-

nŽgatifs 

III.5.1* LÕexport des mŽtallophores 

Les syst•mes dÕexport des mŽtallophores ne sont pas homog•nes. Plusieurs grands mŽcanismes 

existent. Il est important de noter quÕil y a peu de donnŽes sur lÕexport des mŽtallophores sous forme 

apo. Les deux principales familles de transporteurs sont les protŽines Ç major facilitor superfamily È 

(MFS) et les protŽines Ç Resistance/nodulation/cell division È (RND). Une troisi•me famille de 

transporteurs, les Ç Multidrug and toxic coumpound extrusion È MATE pourrait •tre impliquŽe. Leur 

r™le dÕexporteurs des mŽtallophores nÕa pas ŽtŽ dŽmontrŽ. Pourtant les MATE pourraient •tre 

impliquŽs dans le transport des chalcophores 46. La complicitŽ et la diversitŽ de ces mŽcanismes vont 

bien au-delˆ des travaux de cette th•se. DÕavantage de prŽcisions nÕapporteront pas dÕintŽr•t pour la 

comprŽhension des travaux sur la recherche de nouvelles mŽthnobactines. 

 

Le siderophore est secrŽtŽ par la bactŽrie ˆ lÕaide de diffŽrentes pompes ˆ efflux que lÕon peut ranger 

Figure 4 : Les bactŽries Gram-nŽgatifs utilisent des transporteurs de la membrane externe (OMT) pour reconna”tre les 

mŽtallophores liŽs au mŽtal. Lorsque le substrat est dans le pŽriplasme, un autre syst•me de transporteur permet de transfŽrer 

le sidŽrophore dans le cytoplasme (ici les Ç siderophore-biding protein È SBP). Au contraire chez les Gram-positifs, il nÕy a 

pas dÕOMT. Une lipoprotŽine membranaire reconna”t le complexe et le transf•re directement dans le cytoplasme. 
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dans trois superfamilles : les Ç major facilitor superfamily È (MFS), les Ç Resistance/nodulation/cell 

division È (RND) et les ATP-biding cassette (ABC). 

 

Par exemple, le transporteur RND permettant de secrŽter la pyoverdin chez P. aeruginosa est 

composŽ de trois protŽines, MexA, MexB et OprK qui forment un complexe sŽcrŽtant la pyoverdin 

dans le pŽriplasme. Tous les membres de la famille RND utilisent lÕŽnergie de la force proton-motrice. 

Ils vont Žchanger un proton contre un sidŽrophore (Figure 5) 47.  

 

 
Figure 5 : ReprŽsentation schŽmatique dÕune pompe RND. Il existe trois Žtats conformationels diffŽrents : loose (L), tight (T) 

et open (O). 

 

III.5.2* LÕimport : Transport actif des complexes mŽtallophore-

mŽtal 

Les transporteurs TonB dŽpendant (TBDTs) sont des protŽines membranaires bactŽriennes qui lient 

et transportent de nombreux sidŽrophores, complexes de nickel ainsi que la vitamine B12. Les 

substrats varient de simples petites molŽcules comme les citrates jusquÕaux grosses protŽines comme 
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la transferrine. Les travaux rŽcents sur les chalcophores montrent que ces derniers utilisent le m•me 

mŽcanisme.   

 

Le transport nŽcessite lÕŽnergie provenant de la force Ç proton-motrice È. Le gradient Žlectrochimique 

est gŽnŽrŽ ˆ partir de la membrane interne jusquÕˆ la membrane externe par un complexe formŽ de 

trois protŽines : TonB-ExB-ExbD (Figure 6). TonB interagit avec le transporteur de la membrane 

externe (TBDT) au niveau du motif Ç tonB-box È. Le transport du sidŽrophore ˆ travers la membrane 

interne utilise une protŽine du pŽriplasme : lÕABC transporteur.  

 

Tous les TBDTs partagent la m•me architecture. Il y a toujours un domaine membranaire en " -baril 

formŽ de 22 brins (22-stranded " -barrel). Ce domaine enjambe la membrane externe.  

 

A lÕintŽrieur du " -barrel, se trouve un autre domaine insŽrŽ permettant la spŽcificitŽ du transporteur 

(Figure 7). Ce domaine interagit avec TonB ce qui permet dÕactiver le transport. La TonB-box, 

toujours tr•s bien conservŽe se trouve du c™tŽ N-terminal. Par consŽquent le TonB-box est dans le 

pŽriplasme. En lÕabsence de ligand, le consensus propose que le domaine TonB-box soit sŽquestrŽ ˆ 

lÕintŽrieur du domaine " -barrel. Lorsque le ligand se fixe, des changements conformationels ont lieu 

conduisant ˆ lÕexposition de TonB-box et donc ˆ son interaction avec TonB48. 

Figure 6 : Transport et rŽgulation des sidŽrophores.  
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Comme lÕimport des mŽtaux est vital pour lÕessentiel des bactŽries, lÕexpression des TBDTs est 

rŽgulŽe par plusieurs voies incluant les rŽgulateurs mŽtal-dŽpendant, les facteurs #/anti-#, les petits 

ARN et m•me des Ç riboswitch È. 

 

La biosynth•se des TBDTs est rŽgulŽe ˆ plusieurs niveaux. Les g•nes codants pour les TBDTs de 

E.coli sont rŽpartis dans lÕensemble de son gŽnome. Certains sont transcripts comme des ARN 

monocistroniques alors que dÕautres sont multicistroniques. Dans ces derniers cas, les g•nes codant 

pour les transporteurs ABC sont en aval. LÕexpression de tous ces g•nes est fortement rŽgulŽe ˆ la 

fois au niveau transcriptionel et post-transcriptionel. Ces contr™les limitent la synth•se des TBDTs 

lorsquÕils ne sont pas nŽcessaires. CÕest un mŽcanisme important car les phages et les colicins (toxines 

produites par certaines souches dÕ E.coli) peuvent utiliser ces transporteurs pour rentrer dans la cellule 
49.  

 

Par exemple, la rŽgulation transcriptionelle de lÕimport des sidŽrophores peut se faire par le facteur 

transcriptionelle Fur (Ferric Uptake Regulator). Fur se lie ˆ Fe2+, lorsque ce dernier est en 

concentration trop ŽlevŽe. Fur se lie ˆ lÕADN sur le Fur boxe gr‰ce ˆ Fe2+ quÕil utilise comme 

Figure 7 : La structure du TBDT FhuA, transporteur du ferrichrome.  
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cofacteur. Ceci conduit ˆ lÕinhibition de la transcription.  

 

IV & Valorisation des mŽtallophores 

IV.1& Les mŽtallophores et les contaminants mŽtalliques : 

mobilisation, import et bioremŽdiation.  

Comme prŽsentŽ prŽcŽdemment, un grand nombre de facteurs chimiques, biologiques et 

environnementaux affectent la chŽlation et le transport des ions mŽtalliques par les mŽtallophores. 

Par consŽquent la sŽlectivitŽ Ç rŽelle È dÕun mŽtallophore pour un mŽtal cible est difficile ˆ Žvaluer. 

Ainsi les mŽtallophores peuvent jouer un r™le dans la destinŽe et le transport de certains mŽtaux qui 

ne sont pas le mŽtal Ç physiologique È. Les mŽtallophores ont montrŽ quÕils Žtaient capables de 

chŽlater de nombreux mŽtaux comme : lÕaluminium (Al), lÕamŽricium (Am), le bismuth (Bi), le 

curium (Cm), lÕindium (In), le ruthŽnium (Ru), le plomb (Pb), le platine (Pt), le plutonium (Pu), 

lÕantimoine (Sb), le thorium (Th), lÕuranium (U) et bien dÕautre terres rares. Ce sont des ŽlŽments qui 

nÕont pas de r™le connu pour la plupart des organismes et qui sont bien souvent toxiques. Ces 

observations ont conduit ˆ lÕhypoth•se que les mŽtallophores pouvaient avoir un r™le dans la 

dissolution et le transport de ces ŽlŽments toxiques prŽsents dans lÕenvironnement. Ils pourraient 

Žgalement avoir un r™le comme agent de bioremŽdiation dans des syst•mes contaminŽs 82 83 84 85 86. 

 

Une grande partie du travail dans ce domaine sÕest focalisŽe sur les ŽlŽments radioactifs les plus 

courants. Ce sont des ŽlŽments que lÕon peut retrouver dans des mines ou des sites de stockage de 

dŽchets. Les mŽtallophores peuvent former des complexes forts avec U(IV) 87,  le curium (Cm) 88, 

Th(IV) 15, Pu(IV) 11 et Co(III) 73. Par exemple pour Pu(IV)HDFOB2+ et Co(III)HDFOB+ la stabilitŽ 

des complexes est meilleure que pour Fe(III)HDFOB+. Il a ŽtŽ suggŽrŽ que les mŽtallophores 

pouvaient avoir un intŽr•t pour le recyclage des mati•res premi•res  nuclŽaires 89. Ils pourraient 

Žgalement servir pour traiter des patients exposŽs au plutonium et dÕautres actinides 90. La chŽlation 

par les mŽtallophores pourrait amŽliorer la mobilisation des contaminants en amŽliorant sa solubilitŽ. 

Ils pourraient Žgalement inhiber la sorption des mŽtaux. Ce phŽnom•ne a ŽtŽ dŽmontrŽ par lÕinhibition 

de la sorption dÕEu(III) (lÕoxyde dÕeuropium qui est un mod•le pour le contaminant radioactif Am(III)) 

dans la goethite ˆ lÕaide de DFOB 91. De plus DFOB a montrŽ quÕil Žtait capable de dissoudre Pu, U 

et Co ˆ partir de minŽraux et dÕamŽliorer la dŽsorption de U ˆ partir de la kaolinite et la goŽthite 92 . 

MalgrŽ les Žvidences de fortes interactions entre les sidŽrophores et les mŽtaux toxiques dans des 

conditions de laboratoire, leur r™le dans les conditions naturelles nÕest pas certain. CÕest dž au manque 
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dÕŽtudes sur le terrain dans ce domaine. Ces Žtudes sont difficiles ˆ rŽaliser car dans lÕenvironnement, 

les mŽtallophores sont prŽsents en tr•s faible concentration. 

 

Comme les mŽtallophores peuvent augmenter la solubilitŽ, la biodisponiblitŽ des mŽtaux, ils 

prŽsentent un grand intŽr•t pour des applications technologiques et mŽdicales 89  93. 

 

V&Conclusion Partie I 

Les mŽtallophores regroupent tout un ensemble de molŽcules, ayant des origines biosynthŽtiques 

diverses, des mŽcanismes de rŽgulations variŽs, et des mŽcanismes dÕimport et dÕexport diffŽrents. 

Pourtant ils ont tous une m•me fonction : chŽlater avec une grande affinitŽ un ion mŽtallique dÕintŽr•t, 

dans lÕenvironnement extracellulaire pour ensuite le ramener dans la cellule. Les mŽtallophores sont 

une famille fonctionnelle.  

 

La structure et les interaction environnementales peuvent faire varier la spŽcificitŽ des mŽtallophores. 

Par exemple les sidŽrophores peuvent chŽlater en plus du fer, le cuivre, le cobalt et le vandanium. 

 

Il nÕest pas aisŽ dÕŽvaluer leur importance biologique pour les cellules car les ions mŽtalliques sont 

impliquŽs dans de multiples mŽcanismes. Chaque mŽtallophore ˆ un r™le unique. La production de 

plusieurs variŽtŽs de sidŽrophores par une m•me bactŽrie est un exemple de la complexitŽ que lÕŽtude 

des mŽtallophores peut rev•tir.   

 

Pourtant la dŽcouverte de nouveaux mŽtallophores ainsi que la comprŽhension exhaustive de leur r™le 

est primordiale. DÕun point de vue mŽdical, les sidŽrophores sont souvent associŽs aux facteurs de 

virulence car lÕune des dŽfenses de lÕh™te est lÕimmunitŽ nutritionnelle.  

La capacitŽ des mŽtallophores ˆ lier toute une variŽtŽ de mŽtaux et notamment dÕactinides est tr•s 

intŽressante pour la bioremŽdiation des sites polluŽs par les dŽchets nuclŽaires.  
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Partie II  

Les mŽthanobactines  
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I&  Le cuivre et les bactŽries 

Bien que la thŽmatique de cette th•se soit les mŽtallophores et plus prŽcisŽment les chalcophores, il 

me semble important dÕajouter un chapitre sur le r™le et lÕimportance du cuivre dans le monde 

bactŽrien. Ce chapitre permettra de donner les ŽlŽments nŽcessaires pour replacer dans le contexte 

lÕoriginalitŽ et lÕimportance des chalcophores.  

 

I.1& R™le du cuivre chez les bactŽries 

Le cuivre est un oligo-ŽlŽment important car il est requis comme cofacteur pour certaines enzymes. 

Cependant le cuivre Ç libre È est un danger pour les bactŽries car il est tr•s rŽactif. CÕest pourquoi les 

organismes et les cellules rŽgulent tr•s fortement le transport du cuivre. La cellule doit produire des 

cupoprotŽines (mŽtalloenzyme contenant un ou plusieurs atomes de cuivre) pour assurer 

lÕhomŽostasie et prŽvenir les effets toxiques de cet ŽlŽment.  

 

En tant que cofacteur le cuivre va participer ˆ des rŽactions dÕoxydo-reductions comme le transport 

dÕŽlectrons, la respiration oxydative (dans les mitochondries), la dŽnitrification etcÉLÕutilisation du 

cuivre par les organismes vivants est due ˆ lÕaugmentation de lÕoxyg•ne sur terre, il y a 2 milliards 

dÕannŽes. En parall•le, lÕutilisation du fer a augmentŽ car lÕŽquilibre entre Fe2+/Fe3+ sÕest dŽplacŽ vers 

les esp•ces les plus oxygŽnŽes. Malheureusement Fe3+ nÕest pas tr•s soluble. Par consŽquent, 

lÕutilisation du cuivre comme cofacteur a augmentŽ car Cu2+ (lÕesp•ce la plus oxygŽnŽe) est plus 

soluble, donc plus biodisponible (Figure 8).  
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Figure 8 : Evolution de lÕutilisation du cuivre ̂  partir de donnŽes obtenues par gŽnomique. Il est montrŽ en parall•le lÕŽvolution 

temporelle de lÕoxyg•ne dans lÕatmosph•re, lÕŽvolution de la biodisponibilitŽ du cuivre et lÕŽvolution des cupoprotŽines chez les 

eucaryotes et les procaryotes.  

 

Peu de cuproenzymes bactŽriennes sont connues (Table 1). Cependant ˆ lÕaide de lÕapproche de 

metalloprotŽomiques il a ŽtŽ montrŽ que nombre de ces enzymes nÕont pas ŽtŽs identifiŽes. Les 

premi•res analyses suggŽraient que les cuproenzymes soient membranaires. Leur mode de sŽcrŽtion 

(syst•me Tat) implique quÕelles rŽcup•rent le cuivre ˆ partir du cytoplasme. A lÕopposŽ ,dÕautres 

enzymes sont secrŽtŽes par le syst•me Sec, ce qui signifie quÕelles se replient et lient le cuivre prŽsent 

dans le pŽriplasme. 
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Par exemple, les oxydases respiratoires Ç Heme-Cu È constitue une superfamille de cuproenzyme 

prŽsente dans la majoritŽ des bactŽries. Elles sont responsables de la rŽduction dÕO2 et la gŽnŽration 

du gradient de proton H+ 74.  

 

I.2& LÕhomŽostasie du cuivre chez les bactŽries 

LÕhomŽostasie du cuivre nÕest pas bien connue. Ce que lÕon sait provient principalement dÕE.coli qui 

nÕa pas de grandes concentrations de cuivre dans son cytosol : 10-6 M. Cette valeur est plus importante 

que la concentration du cuivre extracellulaire (10-8 M). Etant donnŽ la toxicitŽ du cuivre et les faibles 

concentrations de Cu(I) requises, lÕacquisition du cuivre dans le cytosol nÕest pas bien connue. Cette 

situation est tr•s diffŽrente des eucaryotes. De plus, il est probable que lÕhomŽostasie de chaque mŽtal 

ait une influence sur lÕhomŽostasie des autres mŽtaux.   

 

Au contraire, les mŽcanismes de dŽfense contre les surcharges de cuivre sont conservŽs chez presque 

tous les Gram-nŽgatifs et chez beaucoup de Gram-positifs. La dŽtoxification du cuivre sÕeffectue par 

les ATPase de type P qui pompent vers lÕextŽrieur Cu(I) 75. Le cuivre du pŽriplasme est excrŽtŽ par 

une grosse protŽine ˆ plusieurs composants comme CusCBA chez E.coli. CusA est une protŽine 

Ç resistance/nodulation/cell division (RND), alimentŽe par la force proton-motrice. DÕun point de vue 

mŽcanistique, CusCBA fonctionne comme une pompe pŽristaltique avec trois conformations 

Tableau 2 : Liste des cuproprotŽines bactŽriennes connues.  
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diffŽrentes pour les enzymes76. Trois mŽthionines placŽes dans le cytoplasme sont responsables de la 

spŽcificitŽ des liaisons au cuivre.  

 

Un troisi•me composant est impliquŽ dans lÕhomŽostasie du cuivre. CÕest la multicopper oxydase 

(MCO). Chez E.coli, cette enzyme pŽriplasmique (CueO) oxyde Cu(I) en Cu(II), prot•ge ainsi les 

protŽines pŽriplasmiques de la toxicitŽ de Cu(I) 77. CueO pourrait aussi oxyder le siderophore 

entŽrobactine lui permettant alors de lier le cuivre. Ce mŽcanisme peut servir ˆ rŽduire lÕapport de 

cuivre dans le cytoplasme.  

 

I.3& ToxicitŽ du cuivre chez les bactŽries  

Comme lÕoxyg•ne, lÕaugmentation de la biodisponibilitŽ du cuivre sÕest avŽrŽ ˆ la fois •tre une 

opportunitŽ et un risque pour tous les organismes. En effet comme cofacteur il participe ̂  de nouveaux 

processus biologiques alors que sous forme ionique libre cÕest un poison 78. 

 

Le cuivre est capable dÕattaquer les centres Fer-souffre (Fe-S) de nombreuses protŽines 

intracellulaires, sÕil est peu oxygŽnŽ (Cu(I)). LorsquÕil est dans des conditions plus oxiques (Cu(II)), 

lÕion cuivre est capable de catalyser des rŽactions Ç Fenton-like È qui peuvent causer la peroxydation 

des lipides. Cette capacitŽ du cuivre ˆ infliger des dommages ˆ de nombreuses fonctions cellulaires 

est utilisŽe par les macrophages et certaines amibes pour tuer ou digŽrer les microorganismes. Les 

eucaryotes ˆ la diffŽrence des procaryotes, ont ŽvoluŽ apr•s lÕaugmentation de la biodisponibilitŽ du 

cuivre. Ils ont donc de meilleurs mŽcanismes de transport et de rŽsistance au cuivre. Dans la Ç course 

ˆ lÕarmement È certaines bactŽries pathog•nes ont Žgalement ŽvoluŽ pour acquŽrir des mŽcanismes 

de rŽsistance au cuivre 78. 

 

Comme montrŽ dans lÕarticle de Macaomber et al en 2009, le cuivre en condition anoxique (Cu(I)) 

est plus rŽactif que le cuivre en condition aŽrobie (Cu(II). Il peut para”tre alors surprenant que les 

organismes vivants aient une meilleure adaptation pour se protŽger de Cu(I) plut™t que de Cu(II). 

 

LÕexc•s de cuivre entraine lÕaccumulation de fer et de soufre chez E.coli et Bacillus subtilis 79. CÕest 

dž ˆ la diminution de la stabilitŽ des liaisons Fe-S pendant la biosynth•se des protŽines. Les g•nes 

codant les enzymes contenant ces liaisons sont induits en cas dÕaugmentation de la concentration de 

cuivre. Chez E. coli plusieurs enzymes importantes sont inactivŽes par les ions du cuivre : la 

dihydroxy-acide dehydratase (IlvD) impliquŽe dans la biosynth•se des acides aminŽs Ç branchŽs È ; 

la isopropylmalate dŽshydratase (LeuC) dans la biosynth•se de la leucine ; la fumarase A (FumA) 
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dans le cycle des acides tricarboxyliques et la 6-phosphogluconate dŽshydratase (Edd) dans le cycle 

des pentoses phosphates. LÕinactivation de ces enzymes est lŽthale.  

 

Le cuivre doit donc •tre maintenu en concentration tr•s faible dans le cytoplasme. Chez E.coli les 

ATPase de type P, rŽgulŽes par CueR permettent dÕobtenir des concentrations tr•s faibles 80. La 

plupart des bactŽries sont capables de contenir le cuivre dans leur pŽriplasme ou autour de la 

membrane plasmique. Peu de bactŽries ont besoin du cuivre dans leur cytoplasme.  

 

En condition aŽrobie, le cuivre catalyse des rŽactions qui produisent des radicaux ˆ travers les 

rŽactions de Fenton et de Haber-Weiss (Cu2+ + H2O2 & !HO¡ + HO- + Cu2+ ; O2¡
- + Cu2+ + O2) 

81. Ces 

intermŽdiaires de lÕoxyg•ne sont tr•s rŽactifs et sont responsables de la peroxydation des lipides, de 

lÕoxydation des protŽines et des dommages sur les acides nuclŽiques.  

 

II &Cuivre, mŽthanobactines et mŽthanotrophes    

II.1&MŽthanotrophes et mŽthanobactines  

Les bactŽries mŽthanotrophes sont des bactŽries gram nŽgatives qui utilisent le mŽthane comme seule 

source de carbone et d'Žnergie106. Elles sont responsables de la principale mŽtabolisation du mŽthane 

dans la nature. La biotransformation dans la chimie fine, ou encore la capacitŽ ˆ produire de lÕŽnergie 

Figure 9 :MŽthanobactine OB3b isolŽe dans le milieu de M. 
trichosporium OB3b 
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tout en recyclant le mŽthane ont suscitŽ un intŽr•t accru chez les scientifiques ces trente derni•res 

annŽes107, 108. Les bactŽries mŽthanoptrophes oxydent le mŽthane en mŽthanol par lÕintermŽdiaire de 

la Ç Methane particulate-monooxygenase È (pMMO), une mŽtalloenzyme membranaire dŽpendante 

du cuivre109, 110. Elle reprŽsente jusquÕˆ 20% des protŽines totales de la cellule111. Les mŽthanotrophes 

ont donc un besoin important en cuivre pour leur mŽtabolisme. Dans un milieu pauvre en cuivre, 

certains mŽthanoptrophes sont capables de faire un Ç copper switch È en synthŽtisant une forme 

soluble de MMO (sMMO). Ce switch est rŽgulŽ par les mŽthanobactines (Mbns), peptides qui 

chŽlatent et rŽduisent le cuivre (Cu2+ ˆ Cu+) avec une grande affinitŽ (constante de dissociation de 

lÕordre de 10-21 M 3) . Ces peptides sont le seul exemple de chalcophore, une appellation par analogie 

aux sidŽrophores ( chalco- vient du mot grec pour cuivre ; sidŽro- dŽrive du mot grec pour fer ) dont 

ils ont une rŽgulation et un transport proches 112. Les mŽthanobactines ont ŽtŽ dŽcouvertes 

initialement chez la bactŽrie mŽthanotrophe Methylosinus trichosporium OB3b 113, 112 (Figure 9 ). 

 

Les mŽthanobactines sont des peptides dÕune dizaine dÕacides aminŽs (environ 12000 Da), dÕorigine 

ribosomique et possŽdant des modifications post-traductionnelles originales comme des motifs 

oxazolones, pyrazinediones et thioamides, rarement rencontrŽs dans les produits naturels. Les 

mŽthanobactines connues ont toutes deux hŽtŽrocycles dont un noyau oxazolone. Le deuxi•me 

hŽtŽrocycle, sŽparŽ par 2 ou 4 rŽsidus du premier, est variable. Cela peut •tre une autre oxazolone, 

une imidazolone ou bien une pyrazinedione. Chaque hŽtŽrocycle poss•de un motif de thioamide 

adjacent. Ces hŽtŽrocycles azotŽs ̂  cinq atomes et les groupements thioamides sont responsables de 

la liaison de coordination avec le Cu+. Un arrangement tŽtraŽdrique se forme avec les azotes des 

cycles oxazolones et les soufres des thioamides adjacents 114, 115, 116, 117, 118 (Figure 9 ). 

 

II.2&Le syst•me gŽnŽtique des mŽthanobactines  

Il a ŽtŽ initialement suggŽrŽ que la biosynth•se des mŽthanobactines devait •tre dÕorigine non-

ribosomal, similaire ˆ celle des sidŽrophores119, 120 impliquant les synthŽtases des peptides non-

ribosomiques (Non-ribosomal peptide synthetases (NRPSs)). Cependant, le sŽquen•age du gŽnome 

de M. trichosporium OB3b en 2010 a permis lÕidentification dÕun cadre de lecture (Open Reading 

Frame (ORF)) de 30 acides aminŽs correspondant ˆ la sŽquence de la mŽthanobactine produite121 

(mbnA). Cela indique que la biogŽn•se des mŽthanobactines est issue de la voie ribosomique (voir 

dŽtails dans la section suivante). Autour de lÕORF, plusieurs g•nes ont ŽtŽ identifiŽs et sont 

potentiellement impliquŽs dans la biosynth•se, le transport et la rŽgulation de la production des 

mŽthanobactines (Figure 10). 
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Figure 10 Cluster des g•nes de biosynth•se de la mŽthanobactine OB3b (10 kb) produite par 
M.trichosporium OB3b. 

 

II.2.1*Export   

Le g•ne mbnM code un transporteur MATE (Multidrug and toxin extrusion protein). Ce sont des 

pompes H+/Na dŽpendant. Chez les procaryotes, ces transporteurs ont pour r™le dÕexporter les 

antibiotiques ou des composŽs toxiques en Žchange de cations Na+ ou H+. Les substrats de ces 

transporteurs sont encore mal connus. MbnM serait probablement responsable de la sŽcrŽtion des 

mŽthanobactines 122, 123, 124 (Figure 11). 

 

II.2.2*Import  

Le complexe Mbn-Cu+ est internalisŽ de fa•on active via un transporteur de la membrane externe 

dŽpendant de TonB (TBDTs)125. Les mŽthanobactines seraient sŽcrŽtŽes sous forme apo en cas 

dÕappauvrissement du milieu de la bactŽrie en cuivre 126, 127. Une fois complexŽ avec le cuivre, le 

complexe peptide-mŽtal serait importŽ par MbnT utilisant un mŽcanisme de transport actif127. Il est 

intŽressant de noter que les TBDTs jouent le m•me r™le pour les sidŽrophores128, 48 (Figure 11). 

 

II.2.3*RŽgulation 

Le g•ne mbnT correspondant aux TBDT est prŽcŽdŽ par des g•nes codant une protŽine de senseur 

membranaire (MbnR) et un facteur sigma ECF (MbnI). Ces assemblages sont souvent observŽs dans 

les syst•mes FecIRA-like que lÕon retrouve chez les sidŽrophores. Dans ces syst•mes, le holo-

sidŽrophore se lie avec le TBDT interagissant avec un senseur membranaire qui interagit avec le 

facteur ECF pour rŽguler la transcription des g•nes. Un exemple connu de ce syst•me est le FecIRA 

qui contr™le la transcription des Ç Iron citrate transporters È129, 34, 131, 132. Par analogie, on peut 
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supposer que ce mŽcanisme de rŽgulation sÕapplique aux mŽthanobactines chez les mŽthanotrophes 

(Figure 11).  

 

Figure 11 SchŽma prŽsentant les hypoth•ses dÕimport, dÕexport et de rŽgulation des mŽthanobactines 
chez les mŽthanotrophes 

 

II.2.4*Biosynth•se 

Les mŽthanobactines sont des peptides synthŽtisŽs par le ribosome et modifiŽs post-

traductionellement  (RiPPs) 116. 

 La biosynth•se des RiPPS commence par la traduction par le ribosome pour former un prŽcurseur 

Figure 12 : SchŽma gŽnŽral de maturation de 

RiPPS 
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(Figure 12). Le prŽcurseur contient un peptide leader en N-terminal, qui sert ˆ la reconnaissance des 

enzymes de maturation, fusionnŽ ˆ une sŽquence Ç core peptidique È subissant les modifications. Le 

peptide leader est coupŽ par un clivage protŽolytique.  

Les modifications post-traductionnelles des cystŽines sont connues dans la biosynth•se des 

antibiotiques thiopeptidiques pour former des cycles thiazoles ˆ partir de prŽcurseurs peptidiques 

produit par le ribosome133, 134, 135. Cette cyclisation est rŽgulŽe par des cyclodehydratases ATP-

dŽpendantes136. Ces enzymes convertissent des motifs Gly-Cys et Gly-Ser en noyaux thiazole et 

oxazole (Figure 5). Une oxydation est ensuite effectuŽe par une autre enzyme. Les g•nes mbnB et 

mbnC ne poss•dent pas de motifs ou de fonctions connues ˆ ce jour. DiSpirito (2016) estime que 

mbnB et mbnC sont impliquŽs dans une biosynth•se passant par une oxydation et un rŽarrangement 

de la sŽquence du peptide 112. Des premiers essais menŽs par le Dr Y. Li et C. Lombart contredisent 

cette idŽe. Une rŽaction in vitro a montrŽ que les enzymes MbnB et MbnC en prŽsence du peptide 

synthŽtique (MbnAsynth) induisent une dimŽrisation de celui-ci avec la perte de molŽcules dÕeau. Un 

schŽma rŽactionnel est proposŽ avec la formation dÕun intermŽdiaire thiete. Ce mŽcanisme est 

compatible avec lÕobtention dÕune oxazolone ou dÕune pyrazinedione. Ces rŽsultats ont ŽtŽs obtenus 

avec ou sans ATP. Ces essais sugg•rent quÕun nouveau mŽcanisme de cyclodehydratation ATP-

indŽpendant sur des rŽsidus X-Cys est catalysŽ par MbnB et MbnC. Les g•nes mbnP et mbnH codent 

une protŽine di-heme cytochrome c peroxidase qui pourrait ensuite catalyser lÕoxydation finale 

(Figure 13 et 14). 

 

 
Figure 13 : MŽcanisme de cyclisation des oxazolones par des cyclohydratases ATP-dŽpendantes chez les 
thiopeptides. 

 
Figure 14 : Hypoth•se de cyclisation chez les mŽthanobactines par des cylodehydratases ATP-
indŽpendantes. 
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II.3&La distribution et la diversitŽ des mŽthanobactines chez les bactŽries 

Kenney et al en 2014 ont menŽ une exploration bioinformatique de lÕensemble des gŽnomes 

bactŽriens sŽquencŽs afin de connaitre la distribution des mŽthanobactines dans la nature46. Un total 

de 18 ORF ont ŽtŽ identifiŽs parmi 16 esp•ces, dont 11 souches sont non-mŽthanoptrophes. Elles ont 

toutes en commun des habitats particuliers : conditions extr•mes (par exemple en Antarctique pour 

Pseudomanas extremausralis), association avec un h™te eucaryote (exemple : Tistrella mobilis, 

symbionte dÕune Žponge). Il semble logique que les mŽthanotrophes aient dŽveloppŽ un syst•me de 

capture du cuivre au vu de lÕimportance de celui-ci dans leur mŽtabolisme. Le fait quÕun syst•me 

gŽnŽtique analogue ˆ celui du cluster des mŽthanoptrophes soit prŽsent dans des organismes non 

mŽthanoptrophes est un myst•re et soul•ve bien des questions : quels sont ces peptides ? Quelles sont 

leurs fonctions ? Quelle est leur histoire Žvolutive ? Es ce quÕil y a un lien entre ces peptides et 

lÕadaptation Žcologique de ces bactŽries ? 

 

LÕalignement des sŽquences (Figure 15) des diffŽrents prŽcurseurs peptidiques putatifs MbnA met 

clairement en Žvidence que : 1) la sŽquence des peptides leader est bien conservŽe au sein des 

diffŽrentes esp•ces ; 2) les sŽquences core sont plus variables mais conservent des acides aminŽs clefs 

comme la cystŽine, probablement porteuse des modifications conduisant aux hŽtŽrocycles. Ces sites 

sont importants pour la fixation aux cuivres. LÕalignement de ces sŽquences a permis de classer les 

prŽcurseurs peptidiques en cinq familles.  Dans le groupe III, aucune mŽthanobactines nÕa ŽtŽ 

dŽcouverte jusquÕ̂ ce jour (Figure 16).  

  

Figure 15 : Alignement (MAFFT ) des sŽquences des 20 prŽcurseurs MbnA putatifs identifiŽs par 
exploration bioinformatique. 
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III & Application des mŽthanobactines 

III.1 & Exemple dÕune application mŽdicale dÕun chalcophore : la 

mŽthanobactine OB3b : la maladie de Wilson. 

La maladie de Wilson est une maladie gŽnŽtique autosomique rŽcessive caractŽrisŽe par une 

accumulation toxique de cuivre essentiellement dans le foie et le syst•me nerveux central. Les 

traitements pharmacologiques actuellement autorisŽs sur le marchŽ ne permettent pas dans de grands 

nombres de cas, de restaurer lÕhomŽostasie du cuivre pour des patients ayant dŽclenchŽ une hŽpatite 

fulminante. La seule option reste la transplantation du foie. En 2016 un essai prŽclinique sur un 

mod•le de rats rapporte lÕutilisation dÕune mŽthanobactine, un mŽtallophore de type chalcophore.  

Cet essai ouvre la perspective dÕapplications mŽdicales pour des mŽtallophores diffŽrents des 

sidŽrophores (les plus connus). 

 

Apr•s un rappel sur la maladie de Wilson, ce chapitre a pour but de prŽsenter les rŽsultats de ces 

premiers travaux prŽcliniques. Nous ferons le lien entre les travaux de recherche qui seront prŽsentŽs 

dans la deuxi•me partie de cette th•se et lÕintŽr•t mŽdical quÕils peuvent avoir sur le long terme.  

Figure 16 : Arbre PhylogŽnŽtique fait ˆ 
partir de  lÕalignement des 20 
prŽcurseurs MbnA. 
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III.1.1*DŽfinition et ŽpidŽmiologie de la maladie de Wilson  

Dans la maladie de Wilson (WD), la perte fonctionnelle de lÕ Ç ATPase copper-transporting "  È 

(ATP7B) diminue lÕexcrŽtion biliaire du cuivre, entrainant une accumulation excessive du cuivre dans 

le foie et le syst•me nerveux central. Il sÕagit dÕune maladie rare, puisque lÕincidence estimŽe en 

France est de 1/30000 ˆ 1/100000 nouveaux cas par an. Sa prŽvalence est estimŽe ˆ 1/25 000. La 

frŽquence des hŽtŽrozygotes est dÕenviron 1/90 naissances.  

 

La maladie de Wilson est une maladie gŽnŽtique autosomique rŽcessive qui rŽsulte dÕune mutation 

du g•ne dÕun transporteur de mŽtaux lourds, lÕATP7B portŽ par le chromosome 13. La dŽcouverte du 

g•ne a amŽliorŽ les connaissances sur le transport cytosolique du cuivre et ses relations avec la 

synth•se de la cŽrulŽoplasmine. Les patients atteints ont des formes hŽpatiques, neurologiques ou 

psychiatriques, et le diagnostic repose sur des arguments cliniques et phŽnotypiques de prŽsomption, 

ainsi que sur les anomalies molŽculaires associŽes. 

 

III.1.2*ElŽments de diagnostiques  

III.1.2.1&Manifestations cliniques  

Le dŽbut des manifestations cliniques est tr•s rare avant 3 ans, et les signes sont tr•s polymorphes. Le 

tableau rŽvŽlateur typique peut •tre celui dÕune hŽpatite aigu‘, parfois sŽv•re, voire fulminante, mais 

dÕautres expressions cliniques sont couramment rencontrŽes: hŽpatite chronique ou dŽcompensation 

oedŽmato-ascitique rŽvŽlant une cirrhose mŽconnue. Les formes hŽpatiques existent chez 40 % des 

patients.  

 

Les formes neurologiques sÕobservent volontiers chez lÕadolescent. Le tableau est alors tr•s 

polymorphe, associant ˆ des degrŽs variables : tremblement, dysarthrie, dystonie, troubles de 

lÕŽcriture, troubles de la dŽglutition. Les sympt™mes neurologiques sont volontiers accompagnŽs de 

troubles psychiatriques en particulier de syndromes dŽpressifs. Ces formes psychiatriques peuvent 

•tre isolŽes et conduire ˆ des retards diagnostiques importants. Des formes mixtes hŽpatiques et 

neurologiques, peuvent aussi exister. Il faut souligner que, lorsquÕil existe une atteinte neurologique, 

il y a toujours une maladie du foie, sous forme de cirrhose asymptomatique puisque le cuivre se 

dŽpose dÕabord dans le foie puis ensuite dans le syst•me nerveux central. Des troubles 

hŽmatologiques ˆ type dÕhŽmolyse, des manifestations rŽnales (tubulopathies), osseuses 

(ostŽomalacie, ostŽoporose, arthropathies), cardiaques (cardiomyopathies et arythmies) peuvent faire 



 45 

partie de la symptomatologie gŽnŽrale de la maladie. Dans une sŽrie importante de patients, les 

manifestations cliniques initiales Žtaient : hŽpatiques (42 % des cas), neurologiques (34 %), 

psychiatriques (10 %), hŽmatologiques (12 %) et rŽnales (1 %).  

 

Au niveau oculaire, on observe souvent la prŽsence dÕun anneau de Kayser-Fleischer de coloration 

grise ou dorŽe qui est la consŽquence de dŽp™ts de cuivre en pŽriphŽrie de la cornŽe (Figure 17 ). Cet 

anneau, visualisŽ gr‰ce ˆ la lampe ˆ fente, est inconstant dans les formes hŽpatiques ; en revanche, il 

est constamment prŽsent dans les formes neurologiques.  

 

III.1.2.2&DonnŽes biologiques  

Le bilan cuivrique normal et les anomalies observŽes dans la maladie de Wilson sont regroupŽs dans 

le tableau. 

 

i.* CŽrulŽoplasmine  

Le taux de cŽrulŽoplasmine est en gŽnŽral abaissŽ, voire effondrŽ. Le dosage de cette protŽine sŽrique 

repose en r•gle gŽnŽrale sur des techniques nŽphŽlomŽtriques. Des variations physiologiques des taux 

de cŽrulŽoplasmine peuvent g•ner le diagnostic :�RÐ augmentation des taux de cŽrulŽoplasmine 

circulante, en cas dÕinflammation aigu‘, et chez la femme, en cas de thŽrapeutiques oestrogŽniques, 

de contraception orale ou de grossesse ;  

Ð valeurs basses des taux de cŽrulŽoplasmine circulante chez le nouveau-nŽ et le jeune enfant jusquÕˆ 

1 an, souvent infŽrieures ˆ 0,1 g/L du fait de lÕimmaturitŽ du mŽtabolisme cuprique chez ces sujets.6 

Un faible pourcentage dÕhŽtŽrozygotes non malades (environ 10 %) ont Žgalement un taux abaissŽ de 

Figure 17 : Anneau de Kayser-Fleischer en pŽriphŽrie de la cornŽe. 
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cŽrulŽoplasmine de lÕordre de 0,10 g/L.  

 

ii.* Bilan cuivrique  

Le cuivre est fixŽ ˆ 92 % ˆ la cŽrulŽoplasmine. En cas de maladie de Wilson, son dosage spŽcifique 

peut fournir des ŽlŽments dÕorientation importants. Des variations parall•les ˆ celles de la 

cŽrulŽoplasmine apportent une confirmation ; un taux ŽlevŽ avec une cŽrulŽoplasmine circulante 

abaissŽe doit faire suspecter une augmentation du cuivre libre, stigmate pŽjoratif de lÕaffection (Table 

3).  

Param•tre indispensable au diagnostic, le cuivre urinaire est presque toujours ŽlevŽ, supŽrieur ˆ 

1,5! mol/24h. Ce dosage est aussi dÕun grand intŽr•t pour suivre lÕefficacitŽ et lÕobservance du 

traitement.  

Le dosage quantitatif du cuivre rŽalisŽ sur foie sec ̂  partir dÕune biopsie hŽpatique apporte un ŽlŽment 

diagnostique pour des valeurs supŽrieures ˆ 4 ! mol/g de tissu sec.  

 

 

iii. * Anomalies histologiques hŽpatiques  

Ë la phase initiale de la maladie, le foie est normal, ˆ lÕexception dÕune stŽatose modŽrŽe. Ë un stade 

plus avancŽ, des lŽsions dÕhŽpatite chronique peuvent •tre observŽes et, ˆ une phase encore plus 

tardive, une cirrhose peut •tre prŽsente. La stŽatose est frŽquente dans tous les cas, et il peut exister 

Žgalement des corps de Mallory. Les lŽsions histologiques ne sont donc pas spŽcifiques. Les 

colorations histochimiques du cuivre sont nŽgatives (du fait de leur manque de sensibilitŽ) ou 

montrent que le cuivre est diffus dans le cytoplasme des hŽpatocytes.  

 

Tableau 3: Constantes biologique pour le cuivre chez un sujet normal et un sujet ayant la maladie de Wilson 
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III.1.3*Trait ements bŽnŽficiant dÕune AMM 

III.1.3.1& RŽgime 

Les apports en cuivre doivent •tre restreints sans exagŽration, en privilŽgiant les aliments pauvres en 

cuivre. CrustacŽs, fruits secs, abats, chocolat noir, noix et champignons ne doivent pas •tre 

consommŽs en quantitŽ importante. Le rŽgime nÕest pas efficace ˆ lui seul.  

III.1.3.2&Traitements chŽlateurs du cuivre  

La D-pŽnicillamine (Trolovol) est Ç lÕŽtalon-or È thŽrapeutique. Le traitement doit •tre instituŽ le 

plus prŽcocement possible, et lÕobservance doit •tre parfaite. La D-pŽnicillamine a des propriŽtŽs 

chŽlatrices du cuivre bien dŽmontrŽes in vitro. Il a aussi ŽtŽ suggŽrŽ que la D- pŽnicillamine participe 

ˆ la dŽtoxification en favorisant la sŽquestration de cuivre intrahŽpatique non toxique et la formation 

de complexes cupriques, ou bien en induisant la synth•se de mŽtallothionŽine qui facilite la 

sŽquestration de cuivre intraentŽrocytaire et intrahŽpatique. Les dŽcompensations tr•s sŽv•res, voire 

fulminantes, observŽes ˆ lÕarr•t de la D-pŽnicillamine plaident en faveur de ces hypoth•ses.  

 

La Trientine* (triŽthyl•ne tŽtramine dihydrochloride) a aussi des propriŽtŽs chŽlatrices du cuivre, en 

augmentant son excrŽtion urinaire et en diminuant son absorption intestinale. Les effets secondaires 

initiaux de la trientine sont une toxicitŽ mŽdullaire et une protŽinurie. Des complications plus tardives 

ˆ type de manifestations autoimmunes peuvent survenir, telles quÕun lupus ŽrythŽmateux dissŽminŽ 

et un syndrome de Goodpasture. Les effets secondaires sont cependant moins frŽquents que ceux liŽs 

ˆ la prise de D-pŽnicillamine; toutefois la trientine nÕest indiquŽe que comme traitement de deuxi•me 

intention du fait dÕune capacitŽ moindre ˆ Žliminer le cuivre par voie urinaire. La dose prŽconisŽe est 

de 1 ˆ 2 g par jour en trois fois avant les repas.  

Le traitement par chŽlateur peut induire une amŽlioration tr•s nette de la fonction hŽpatique et des 

manifestations neurologiques apr•s 3 mois de traitement. En outre, une amŽlioration tr•s nette de 

lÕatteinte histologique hŽpatique, avec rŽgression de la fibrose, peut •tre constatŽe. D•s quÕune 

amŽlioration significative est obtenue et quÕune diminution du cuivre�Rde tout lÕorganisme est atteinte, 

les patients peuvent •tre traitŽs par une dose Žquivalente de la moitiŽ de la dose initiale en traitement 

dÕentretien.  

 

Le zinc (Wilzin)* a pour principal mode dÕaction lÕinduction de mŽtallothionŽines qui favorisent la 

sŽquestration du cuivre dans les cellules ŽpithŽliales intestinales. Le zinc a aussi un effet protecteur 

sur la cellule hŽpatique, en induisant la synth•se de mŽtallothionŽines hŽpatiques. La dose habituelle 
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administrŽe est de 50 mg trois fois par jour. Les effets secondaires sont essentiellement des maux de 

t•te et des douleurs abdominales. Le zinc nÕest pas utilisŽ en premi•re intention ; son administration 

est rŽservŽe aux formes rŽsistantes aux autres chŽlateurs dŽcrits prŽcŽdemment ou aux patients 

intolŽrants ˆ ces chŽlateurs.  

 

III.1.3.3& Recherche pour de nouveaux traitements. 

Lorsque lÕhŽpatite fulminante est dŽclenchŽe, la plupart du temps ˆ cause dÕun retard de diagnostic, 

un Žchappement thŽrapeutique, la mort du patient est inŽvitable ˆ moins quÕune transplantation 

hŽpatique soit rŽalisŽe. Une mauvaise tolŽrance des traitements thŽrapeutiques est Žgalement souvent 

la cause de dŽc•s de patient atteins de la maladie de Wilson 94. Tous les traitements chŽlateur du 

cuivre approuvŽ actuellement par la FDA et la EMA ont des effets indŽsirables : toxicitŽ pour la 

moelle Žpini•re, nŽphrotoxicitŽ, hŽpatoxicitiŽ, anŽmie. De plus ces traitements dŽclenchent souvent 

des maladies auto-immunes95 96 97. A cause de la toxicitŽ de la D-PA lÕarr•t du traitement est 

obligatoire dans presque un tiers des patients 96 . 

 

Il y a un besoin important de nouveaux traitements innovant pour la maladie de Wilson. Trois Žtudes 

mŽritent une attention particuli•re.  En premier, des essais pour une thŽrapie gŽnŽtique ˆ lÕaide de 

vecteurs adŽno-associŽs (rAAV) constuits pour permettre une expression spŽcifique au foie du g•ne 

ATP7B. Le but est de produire une traiment curatif sur le long terme. Cependant lÕexpression 

transgŽnique du vecteur est lente. Ce traitement ne peut pas •tre utilisŽ en urgence dans le cas dÕune 

hŽpatite fulminante 98. Une deuxi•me Žtude rapporte lÕutilisation dÕun dŽcapeptide OSIP108 dŽrivŽ 

dÕune plante. Ce peptide prot•ge la mort cellulaire induite par le cuivre, de levure et cellules humaines 

HepG2. De fa•on surprenante lÕeffet positif nÕest pas dž ˆ la rŽduction de la quantitŽ de cuivre 

intracellulaire mais son effet sur lÕhomŽostasie des sphingolipides 99. En effet le cuivre est connu pour 

induire une activitŽ sphingolipidase sur la lignŽe HepG2. La prŽsence de OSUP108 permet dÕinhiber 

cet effet dŽlŽt•re.  Une trois•me Žtude porte sur lÕutilisation de glycopeptides avec un motif Ç thiol È 

pour chŽlater de fa•on spŽcifique le cuivre contenu dans les cellules hŽpatiques 100. MalgrŽs ces 

nouvelles voies de recherches promŽteuses, il nÕy a pas dÕavancŽe pour des traitements dÕurgence 

dans le cas dÕhŽpatites fulminante induite par la maladie de Wilson.  
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III.1.3.4& Utilisation dÕune mŽthnobactine pour traiter 

lÕhŽpatite fulminante induite par WD chez le rat.  

En 2016, dans Ç The Journal of Clincial Investigation È J. Lichtmannegger et al rapporte lÕutilisation 

de la mŽthanobactine OB3b (MB) pour traiter des hŽpatites fulminantes sur des mod•les de rats qui 

accumulent le cuivre au niveau hŽpatique (rats LPP Atp7b-/-) conduisant ˆ des hŽpatites fulminantes. 

Une description plus exhaustive de la mŽthanobactine est faite dans la seconde partie de cette th•se. 

Pour lÕinstant il est important de savoir que la mŽthnobactine est un peptide modifiŽ de fa•on post 

traductionelle. CÕest un mŽtallophore de type chalcophore qui a donc une grande affinitŽ pour le 

cuivre.  

 

LÕessai prŽclinique sÕest fait par comparaison avec les traitements cliniques pour la maladie de Wilson 

approuvŽs par la FDA et lÕEMA : D-pŽnicillamine (D-PA) et la triŽthyl•ne tŽtramine dihydrochloride 

(TETA). LÕŽtude porte ˆ la fois sur des essais in vivo et in vitro 

 

In vivo. Seul la mŽthanobactine a dŽmontrŽ une efficacitŽ contre une hŽpatite fulminante sur les rats 

LPP Atp7b-/-. Les rats LPP Atp7b-/- (accumulant le cuivre) ont ŽtŽs traitŽs quotidiennement pendant 3 

ou 5 jours ou pendant 8 jours consŽcutifs avec une injection intrapŽritonŽale avec une dose de 150 

mg/Kg. Les traitements rŽfŽrents ˆ savoir la D-PA, ou le TETA ont ŽtŽs ajoutŽs dans lÕeau de fa•on 

ˆ obtenir des doses respectivement de 100 mg/kg et 480 mg/kg. Ces doses et modes dÕadministration 

ont dŽjˆ Žtaient utilisŽs avec succ•s pour prŽvenir des hŽpatites fulminantes chez des rats LEC ( un 

autre mod•le de rats pour WD) 101. La mŽthanobactine (MB) permet une diminution rapide du cuivre 

accumulŽ au niveau mitochondriale. Cet effet se retrouve aussi bien sur le mod•le de rat Atp7b-/- que 

sur des rats WT artificiellement chargŽ en cuivre (Figure 18A).  Cet effet nÕest pas retrouvŽ avec les 

chŽlateurs du cuivre D-PA et TETA. TTM semble tout de m•me permettre une rŽduction de la charge 

en cuivre dans une moindre mesure. 

Les auteurs ont Žgalement dÕŽvaluer la capacitŽ de MB ˆ sauver des rats Atp7b-/- ayant dŽclenchŽs 

une hŽpatite fulminante.  Ce traitement dÕurgence Žtait composŽ de deux injections quotidienne de 

MB pendant une semaine. Quatre rats Atp7b-/- avec des taux dÕaspartate aminotransfŽrase (AST, un 

marqueur de lÕinflammation du foie) tr•s ŽlevŽs ont ŽtŽ traitŽs. Tous les animaux ont survŽcu et ont 

fini par rŽcupŽrer une fonction hŽpatique normale.  Il est dommage quÕil nÕy ait pas eu dÕanimaux 

tŽmoins, traitŽs avec les mŽdicaments de rŽfŽrence.  
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Figure 18 : La mŽthanobactine diminue la quantitŽ de cuivre dans les mitochondries des cellules du foie. A) Extraction du 

cuivre ˆ partir des mitochondries du foie. B) ToxicitŽ du cuivre sur le complexe IV des mitochondries. C) Cellules chargŽe 

artificiellement avec du cuivre. D) Import dose dŽpendant de mŽthanobactine ˆ 2 et 24h. E) HepG2 traitŽe avec MB ( 500 µM). 

 

In vitro. Au niveau cellulaire, apr•s une incubation dÕune nuit, MB rŽduit significativement la charge 

de cuivre sur des cellules HepG2 artificiellement chargŽe en cuivre sans pour autant montrŽ de 

toxicitŽ. Depuis, pour Žvaluer lÕefficacitŽ de MB sur des Žchantillons de patient atteints de WD, les 

auteurs de lÕŽtude ont reprogrammŽ des cellules urinaires ŽpithŽliales en cellules hŽpatocytes-like 

(IPSCs). Sur ces lignŽes cellulaires, des rŽductions de charge en cuivre similaire aux rŽsultats sur 

Hep62 ont ŽtŽ observŽs (Figure 18C).   

A lÕaide dÕun anticorps spŽcifique anti MB, les auteurs ont montrŽ que MB Žtait importŽ dans les 

cellules HepG2 de fa•on dose dŽpendante (Figure 18D). La cytotoxicitŽ de MB nÕappara”t que pour 

des concentrations de lÕordre du mili-molaire (Figure 18E).  Il ne semble pas quÕil y ait de toxicitŽ de 

la part des MB ˆ leur concentration dÕefficacitŽ.  De plus, par comparaison ˆ TTM, MB est moins 

toxique comme le montre lÕactivitŽ du complexe mitchondriale IV, cuivre dŽpendant indispensable ˆ 

la survie de la cellule. 

 

Pour conclure, cette Žtude montre que les mŽthanobactines peuvent •tre une rŽelle opportunitŽ 

thŽrapeutique pour traiter WS, notamment dans le cas dÕhŽpatites fulminantes pour lesquelles il 

nÕexiste pas de traitement actuellement. La prochaine Žtape sont des essais sur des patients. 

LÕutilisation de metallophores chez lÕhomme nÕest pas sans prŽcŽdent. Par exemple, un sidŽrophore 
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bactŽrien, la dŽferoxamine provenant de Streptomyces pilosus a ŽtŽ utilisŽ pour soigner des 

intoxications au fer ou des hŽmochromatoses 102. La mŽthanobactine para”t •tre un bon Ç leader È 

pour dŽvelopper de nouveaux mŽdicaments, plus efficaces et plus sžrs pour la maladie de Wilson.  

 

III.2 & Application biotechnologique dÕune mŽthanobactine. 

LÕutilisation la plus connue et aboutie des mŽthanobactines en tant que catalyseur est dans la 

Ç synth•se verte È de nanoparticules dÕor (AuNPs) ˆ lÕaide de mŽthanobactines isolŽes du milieu de 

MŽthylosinus trichosorium 3011. Les mŽthanobactines peuvent chŽlater et  rŽduire Au (III) en Au 

(0)103.  La rŽduction continue de Au (III) est rŽalisŽe en utilisant de lÕhydroquinone comme agent 

rŽducteur. Les nanoparticules dÕor sont monodispersŽes et stables. Les mŽthanobactines sÕadsorbent 

sur la surface de la nanoparticule dÕor pour former un complexe Mbns-gold. Cela permet dÕŽviter une 

nuclŽation secondaire. Les nanoparticules dÕor ont une application en cancŽrologie via la 

photothermie. Cela consiste ˆ dŽtruire des cellules cancŽreuses par irradiation. La technique repose 

sur un but prŽcis : faire osciller la particule dÕor en utilisant lÕinfrarouge. In fine cette oscillation va 

permettre un dŽgagement de chaleur qui est fatal ˆ la cellule cancŽreuse. 
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IV & Les travaux de recherche au sein du MDCEM 

IV.1&Le mod•le dÕŽtude en laboratoire 

Le laboratoire dÕaccueil m•ne actuellement une Žtude intŽgrŽe dont le but est de dŽcouvrir et de 

comprendre la chimio-diversitŽ et le r™le Žcologique des peptides de type mŽthanobactines chez les 

non-mŽthanotropes. Le mod•le dÕŽtude est le peptide apparentŽ ˆ la mŽthanobactine chez 

Pseudomonas extremaustralis (Mbn_Pex), qui fait partie du groupe III. P. extremaustralis, est une 

bactŽrie gram-nŽgative isolŽe dÕune mare temporaire en antarctique137. Elle poss•de une physiologie 

singuli•re : adaptation au grand froid ; grande rŽsistance au stress oxidatif et mŽtabolisme 

microaŽrobique. Cependant, elle pousse Žgalement ˆ 30 ¡C sur un milieu standard138. P. 

extremaustralis est donc un bon mod•le de laboratoire pour lÕŽtude du r™le physiologique de la 

mŽthanobactine. 

 

Le cluster de la mŽthanobactine-like de P. extremaustralis (mbn_Pxe) est proche de celui de M. 

trichosporium (Figure 19). Les g•nes ˆ fonction inconnue mbnB et mbnC et les g•nes de transport 

mbnT et mbnM sont conservŽs. Les travaux en cours au laboratoire nÕont pas permis dÕidentifier 

Mbn_Pex dans le milieu de culture de P. extremaustralis malgrŽ lÕobtention de diffŽrents mutants. Il 

est probable que la bactŽrie produise le peptide dans des conditions particuli•res que lÕon ne pourra 

pas reproduire en laboratoire. DiffŽrentes stratŽgies existent pour exprimer des clusters de g•nes 

silencieux.  

 
Figure 19 : Comparaison des clusters des mŽthanobactines OB3b et Mbn_Pex. 
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IV.2&Genome mining et expression hŽtŽrologue  

LÕav•nement de la gŽnomique et du sŽquen•age nouvel gŽnŽration (NGS) ont mis en Žvidence des 

microorganismes ayant le potentiel de produire de nombreux mŽtabolites qui nÕont pas ŽtŽ dŽtectŽs 

en conditions de laboratoire139 . Comme le montre la figure 21, ˆ partir du gŽnome sŽquencŽ dÕune 

bactŽrie, diffŽrents algorithmes (par exemple antiSMASH140) vont •tre utilisŽs pour identifier des 

g•nes cryptiques ayant le potentiel de produire des nouveaux composŽs. Ce processus dÕexploration 

des gŽnomes se nomme le Ç genome mining È. La biologie molŽculaire va permettre dÕutiliser de 

nombreuses stratŽgies pour dŽcouvrir ces composŽs139.  

 
Figure 21 : DŽcouverte de nouveaux composŽs naturels par Ç genome mining È. 

Parmi elles, lÕexpression hŽtŽrologue dÕune voie de 

biosynth•se microbienne a fait ses preuves 141.  

Cela consiste ˆ exprimer des g•nes, une partie dÕun 

cluster ou bien tout un cluster entier dans un h™te 

diffŽrent de celui dÕorigine (Figure 19). Les h™tes 

hŽtŽrologues prŽsentent souvent des avantages par 

rapport aux souches dÕorigine, comme •tre plus 

accessibles pour la manipulation gŽnŽtique ou •tre 

cultivŽs plus facilement. Cela permet de simplifier 

lÕidentification dÕun composŽ en supprimant le 

mŽcanisme de rŽgulation complexe existant dans lÕh™te 

dÕorigine. RŽcemment, les avancŽes en biologie 

synthŽtique permettent de cloner et manipuler plus 

facilement les clusters de g•nes de grande taille141. La 

stratŽgie gŽnŽrale consiste ˆ construire un plasmide 

contenant le cluster, puis ˆ introduire le cluster dans une 

souche dÕexpression adŽquat. La mobilisation de lÕADN 

Figure 20 : Principe gŽnŽral de 
lÕexpression hŽtŽrologue. 
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sur un plasmide permet dÕeffectuer facilement des manipulations gŽnŽtiques. LÕensemble de ces 

outils gŽnŽtiques font de lÕexpression hŽtŽrologue une mŽthode de choix pour Žlucider les voies de 

biosynth•ses ˆ partir dÕun cluster. LÕexpression hŽtŽrologue est un moyen efficace de dŽcouvrir des 

composŽs naturels produits par des clusters de g•nes qui nÕont pu •tre caractŽrisŽs ou qui ne 

sÕexpriment pas ou peu en conditions de laboratoire. De nombreux produits naturels ont ŽtŽ 

dŽcouverts via lÕexpression hŽtŽrologue. Par exemple, le thiopeptide GE2270 provenant de 

Planobispora rosea a ŽtŽ exprimŽ chez Streptomyces coelicolor en 2014142.  Plusieurs variables sont 

ˆ prendre en compte telles que lÕutilisation dÕun vecteur stable, la sŽlection dÕun h™te adŽquate ou 

encore la composition des milieux de cultures141. Il est difficile de prŽdire le succ•s dÕune expression 

hŽtŽrologue. Certaines enzymes sÕexpriment facilement alors que dÕautres nŽcessitent beaucoup 

dÕŽtapes dÕoptimisation. Il est Žgalement possible dÕobtenir de tr•s bonnes concentrations 143, 144, 145. 

 

IV.3& Objectifs 

LÕobjectif de mon stage Žtait de construire un syst•me dÕexpression hŽtŽrologue du cluster de la 

mŽthanobactine de P. extremaustralis chez Escherichia coli. Exprimer dans un h™te hŽtŽrologue ce 

cluster permet de sÕaffranchir de la rŽgulation native, probablement complexe qui emp•che Mbt_Pxe 

de sÕexprimer dans des conditions de laboratoire. DÕautre part, mobiliser ce cluster dans un plasmide 

que lÕon maintient dans E. coli permet lÕutilisation de nombreux outils gŽnŽtiques pour gŽnŽrer des 

variants rapidement. On peut de cette fa•on Žtudier la biosynth•se plus facilement que dans la souche 

native.  

 

IV.3.1*StratŽgie de construction du syst•me dÕexpression 

hŽtŽrologue 

IV.3.1.1&TAR clonage 

Pour construire ce syst•me dÕexpression hŽtŽrologue nous avons besoin de techniques innovantes. 

LÕessor des techniques de recombinaison chez la levure a permis de dŽvelopper des mŽthodes simples 

et efficaces pour le clonage des fragments dÕADN de grande taille. Le clonage TAR (Transformation-

Associated Recombination ) permet de capturer en une Žtape un fragment dÕADN gŽnomique 

spŽcifique pouvant atteindre 250 kb146(Figure 22). Cette capture se fait chez Saccharomyces 

cerevisiae qui est capable de recombiner des ŽlŽments homologues avec une grande  
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efficacitŽ par rapport ˆ E.coli. A lÕorigine, cette mŽthode a ŽtŽ utilisŽe pour capturer et exprimer des  

grands clusters de g•nes biosynthŽtiques ˆ partir dÕADN de lÕenvironnement ou pour capturer des 

tŽlom•res147. Yamanaka et al en 2014 ont adaptŽ cette mŽthode pour capturer des clusters de g•nes 

silencieux de plus de 60 kb chez des actinomyc•tes148. Pour capturer le cluster il faut au prŽalable 

construire un vecteur de capture qui poss•de des bras de capture de 1kb homologues ˆ des rŽgions 

encadrant le cluster cible. Une fois que le cluster est insŽrŽ dans le plasmide, celui-ci est transformŽ 

dans une souche de clonage E.coli. Apr•s multiplication et/ou manipulation, le vecteur peut •tre 

transformŽ dans une souche dÕexpression. 

Cette technique nÕa jamais ŽtŽ utilisŽe par un membre de lÕŽquipe et a nŽcessitŽ un temps 

dÕapprentissage et dÕoptimisation important. NŽanmoins le cluster de la  mŽthanobactine-like est un 

bon exemple pour Žprouver cette mŽthode de par sa taille (10 kb) et la facilitŽ de culture de P. 

extremaustralis permettant dÕobtenir de grandes quantitŽs dÕADNg 

  

Figure 22 : Principales Žtapes du clonage TAR effectuŽ lors de ce stage.  
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IV.3.1.2&MŽthode AGAP 

Pour construire le vecteur de capture nous utilisons la mŽthode AGAP (Any-gene-any plasmid)149. 

LÕassemblage sÕeffectue en une seule Žtape par recombinaison homologue dans S. cerevisiae en 

utilisant la mŽthode AGAP (any-gene-any-plasmid). Chaque brin doit partager entre 15 et 40 

nuclŽotides homologues. Le vecteur de capture a besoin dÕ•tre un vecteur navette entre E.coli et S. 

cerevisiae. Il doit possŽder une origine de rŽplication chez E.coli (par exemple p15a) ainsi quÕun g•ne 

de resistance ˆ un antibiotique (par exemple CmR). Il faut lÕŽquivalent chez S.cerevisiae. LÕorigine 

de rŽplication 2 µori permet de maintenir un nombre de copies ŽlevŽes de plasmides chez la levure. 

La sŽlection chez la levure se fait sur un milieu dŽpourvu dÕun acide aminŽ ou dÕune base 

nuclŽotidique pour lesquels la levure est rendue auxotrophe par inactivation ou dŽlŽtion dÕun g•ne 

(comme lÕuracile). Il faut Žgalement que le vecteur comporte les ŽlŽments nŽcessaires ˆ lÕexpression 

du cluster dans lÕh™te. Chez E.coli cela peut •tre un promoteur fort T7 avec le RBS (Ribosome Biding 

Site). 

  Figure 29 : Principe de la mŽthode AGAP de 

Joska et al 2014 
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IV.3.1.3&Construction dÕun syst•me dÕexpression 

hŽtŽrologue par recombinaison homologue du cluster 

natif  

La premi•re stratŽgie en cas dÕŽchec du TAR cloning est dÕutiliser la recombinaison homologue 

AGAP ˆ partir de fragments PCR du cluster. Le cluster dÕintŽr•t Žtant de taille modeste (10 kb), nous 

pouvons extraire plusieurs parties par PCR. Il faut rajouter des sŽquences homologues de 30 pb ˆ 

chaque extrŽmitŽ du cluster. Cela permet dÕassembler en une Žtape le cluster avec le vecteur 

dÕexpression comme vu prŽcŽdemment (Figure 23). 

 
Figure 22 :A/Clonage par recombinaison homologue du cluster natif  en utilisant la mŽthode AGAP. B/ 

Clonage ˆ lÕaide dÕenzymes de restrictons. Chaque g•ne dÕintŽr•t  est clonŽ sous contr™le dÕun 
promoteur fort T7.  

IV.3.1.4&Construction dÕun syst•me dÕexpression 

hŽtŽrologue par clonage ˆ lÕaide dÕenzymes de 

restrictions. 

La deuxi•me stratŽgie consiste ˆ cloner chaque g•ne sŽparŽment. Les cinq g•nes seront assemblŽs 

dans un seul plasmide ˆ lÕaide de sites dÕenzymes de restriction ajoutŽs dans les amorces de PCR. 

Chaque g•ne est placŽ sous le contr™le dÕun promoteur T7 en le clonant dans un premier temps dans 

un vecteur de clonage pET puis en amplifiant le promoteur et le g•ne ˆ nouveau afin de les introduire 

dans le vecteur dÕexpression (Figure 23).  
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V&MatŽriel et mŽthodes 

V.1&RŽactifs chimiques et biologiques 

Tous les rŽactifs chimiques proviennent de Sigma-Aldrich ou de Carl Roth (sauf mention contraire). 

De m•me, tous les rŽactifs de biologie molŽculaire viennent de Thermo Fisher (Fermentas). Les 

souches bactŽriennes, les antibiotiques et les plasmides sont listŽs dans les tableaux 3 et 4. Les 

amorces de PCR ont ŽtŽ construites avec Geneious 8.0.5 et sont consignŽes dans lÕannexe n¡5. Si le 

contraire nÕest pas prŽcisŽ ces amorces ont ŽtŽ choisies selon les param•tres suivants : une longueur 

de 17-22 pb, une tempŽrature de fusion ˆ 56-64¡C, et un pourcentage de GC entre 55-65 %. Les 

antibiotiques utilisŽs Žtaient kanamycine (Km) ˆ 50 !g/mL et chloramphenicole (Cm) ˆ 35 !g/mL. 

Les milieux sont prŽcisŽs dans la table 3. 

    Table 3 Liste des plasmides 

Plasmide Description  Source 
   

pACYCDuet-1 Deux promoteurs T7, origine p15a (low copy 
number), lacI et CmR  

Novagen 

pCOLADuet-1 Deux promoteurs T7, origine ColA ori (high copy 
number), lacI et KmR 

Novagen 

pET-28b(+) Un promoteur T7, origine f1 (medium copy number), 
lacI et KmR 

Novagen 

pACYC_mbnA Le g•ne mbnA clonŽ entre site  EcoRI et HindIII  Construit au 
laboratoire 

pET28-mbnB Le g•ne mbnB clonŽ entre site NdeI et XhoI Construit au 
laboratoire 

pET28-mbnC Le g•ne mbnC clonŽ entre site NdeI et XhoI Construit au 
laboratoire 

pRS426-ADH Vecteur dÕexpression chez la levure ; matrix pour 
amplifier YCC (ura3 et 2µori) 

Don de lÕINRA 

pACYC AGAPv1 Deux promoteurs T7, bras dÕhomologie UP et DN 
sous contr™le de T7, lacI et CmR, cassette YCC (ura3 
et 2µori) 

Ce travail 

pACYC AGAPv1-mbn Deux promoteurs T7, bras dÕhomologie UP et DN 
sous contr™le de T7, lacI et CmR, cassette YCC (ura3 
et 2µori), cluster de la mŽthanobactine mbn_Pex 

Ce travail 

pACYC AGAPs3 Deux promoteurs T7, bras dÕhomologie UP et DN 
sous contr™le de T7, lacI et CmR, 2µori, ura3 entre 
UP et DN 

Ce travail 

pCOLA T7w-mbtA Deux promoteurs T7, origine ColA ori (high copy 
number), lacI et KmR, mbnA dans SacI et NotI 

Ce travail 

pET28-mbnP Le g•ne mbnP insŽrŽ entre site NdeI et XhoI Ce travail 
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Table 4 Listes des souches bactŽriennes avec les milieux utilisŽs dans cette Žtude. 

V.2&MŽthodes de biologie molŽculaire  

V.2.1*GŽnŽralitŽs sur les rŽactions en chaine par polymŽrase 

Pour les PCR Ç standards È, une rŽaction sur 25 µL a ŽtŽ prŽparŽe avec 0,5 µL de Taq DNA 

polymŽrase (VWR) ˆ 5 U/ µL, 10 ˆ 100 ng de matrice dÕADN, 0,5 µL de dNTPs ˆ 10 mM, 1,6 µL de 

MgCl2 ˆ 25 mM, 2,5 µL de Key Buffer (10X) et 0,5 µM de chaque amorce. Les conditions PCR 

classiques Žtaient le programme suivant : dŽnaturation de la matrice dÕADN pendant 2 minutes ˆ 

97¡C suivie par les 30 cycles de PCR. Chaque cycle consistait en une Žtape de dŽnaturation ˆ 97¡C 

pendant 20 sec, une Žtape dÕhybridation entre 50 et 64¡C pendant 30 sec et puis une Žtape dÕŽlongation 

ˆ 72 ¡C dŽpendant de la taille du fragment (1 min/kb). Une Žtape dÕextension finale ˆ 72 ¡C pendant 

10 minutes a ŽtŽ ajoutŽe ˆ la fin de lÕensemble des cycles.  

 

Pour faire des clonages, lÕenzyme Phusion High Fidelity ADN polymŽrase a ŽtŽ utilisŽe.  Le 

programme PCR a ŽtŽ modifiŽ sur le temps dÕŽlongation ˆ 72 ¡C (15-30 secondes/kb). 

 

Pour faire le PCR sur des colonies, une colonie dÕE. coli a ŽtŽ prŽlevŽe ˆ lÕaide dÕun cure-dent stŽrile 

pour •tre ŽcrasŽ contre la paroi du tube de PCR contenant 10 µL de lÕeau stŽrile. Les cellules ont ŽtŽ 

PCR lysŽes ˆ 95¡C pendant 10 minutes dans un thermocycleur. Ensuite le mix de PCR classique a 

ŽtŽ ajoutŽ et la PCR a ŽtŽ rŽalisŽe en suivant les instructions dŽcrites ci-dessus.  

V.2.2*ProcŽdure de clonage classique 

Les fragments dÕADN ˆ insŽrer ont ŽtŽ amplifiŽs par PCR et purifiŽs sur colonne utilisant le kit 

NucleoSpin¨ Gel and PCR Clean-Up (Macherey-nagel). Les doubles digestions par les enzymes de 

restriction ont ŽtŽ effectuŽes ˆ 37¡C pendant la nuit (ou bien pendant 2 heures pour les enzymes Fast 

Souches Description  Source Milieu  
    
S. cerevisiae VL6-
48/ATCC MYA-3666 

MAT alpha, his3-D200, trp1-D1, ura3-52, 
lys2, ade2-101, met14, psi+cir0 ; Souches 
pour la capture directe 

ATCC  YPD/Dropout 
media from Sunrise 

S.cerevisiae BY4742 MAT" his3#1 leu2#0 lys2#0 ura3#0 ; 
souche pour le clonage AGAP 

Don 
dÕINRA 

YPD/Dropout 
media from Sunrise 

E. coli TOP10 Souche de clonage  Invitrogen LB10 
E. coli BL21(DE3) Souche dÕexpression hŽtŽrologue classique Invitrogen LB10 
E. coli DH10b Souches de clonages  Invitrogen LB10 
P.extremaustralis 14-3b 
DSM 25547 

DŽrivŽ de la souche 14-3 (DSM 17835) qui 

a ŽtŽ isolŽe en antarctique  

DSMZ LB10 
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Digest)  dans un volume de 40 µL. Les vecteurs et les inserts digŽrŽs ont ŽtŽ purifiŽs sur gel dÕagarose 

ˆ lÕaide du m•me kit NucleoSpin¨ Gel and PCR Clean-Up (Macherey-nagel) et ŽluŽs avec 15 µL de 

tampon dÕŽlution. La ligation a ŽtŽ effectuŽe avec le T4 ADN polymŽrase ˆ 15 ¡C pendant une nuit. 

E. coli DH10b a ŽtŽ transformŽe par le mix de ligation et les clones ont ŽtŽ sŽlectionnŽs sur milieu 

LB gŽlosŽ supplŽmentŽ avec lÕantibiotique appropriŽ. 

 

V.2.3*PrŽparation des fragments dÕADN pour le clonage 

AGAP 

Les plasmides pACYCDuet-1 et pCOLADuet-1 ont ŽtŽ extraits ˆ partir de 10 et 4 mL de culture, 

respectivement, ˆ lÕaide du kit GeneJET plasmid miniprep. Les plasmides pACYCDuet-1 et 

pCOLADuet-1 ont ŽtŽs digŽrŽs par NcoI/XbaI et NotI/XbaI, respectivement, pendant la nuit ˆ 37 ¡C. 

Les enzymes ont ŽtŽ inactivŽes par la chaleur. Les inserts ont ŽtŽ amplifiŽs par PCR en utilisant la 

Taq ADN polymŽrase et ont ŽtŽ purifiŽs ˆ partir dÕun gel ˆ 1% dÕagarose ˆ lÕaide du kit 

Ç NucleoSpin¨ Gel and PCR Clean-Up È (Macherey-nagel). LÕŽlution a ŽtŽ faite avec 30 µL de 

tampon dÕŽlution diluŽ au dixi•me. Apr•s Žvaporation, les produits PCR ont ŽtŽ repris dans 10 µL 

dÕeau milliQ. Les concentrations de lÕADN ont ŽtŽ mesurŽes par Nanovue.  

 

V.2.4*Transformation de la levure pour le clonage AGAP  

 La transformation dans S. cerevisiae BY4742 a ŽtŽ faite en suivant le protocole de Joska et al (2014) 

sans modifications150. Les levures transformants ont ŽtŽ sŽlectionnŽes sur le milieu Dropout His-Leu-

Lys-Ura- gŽlosŽ (Sunrise Science) supplŽmentŽ avec de lÕhistidine (76 mg/L), de la leucine (380 

mg/L) et de la lysine (50 mg/L) pendant 3 jours ˆ 30 ¡C. ` 
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V.2.5*II.2.5 VŽrification des plasmides recombinants chez la 

levure 

Les transformants de la levure ont ŽtŽ dÕabord vŽrifiŽs par PCR sur colonies. Pour cela, une colonie 

de la levure a ŽtŽ resuspendue dans 10 µL dÕune solution de NaOH ˆ 0,02 M et ce mŽlange a ŽtŽ 

incubŽ pendant 5 minutes ̂  98¡C. Deux µL de cette suspension ont ŽtŽ utilisŽs ensuite comme matrice 

pour la PCR. Pour les clones qui semblaient corrects, lÕextraction des plasmides ˆ partir de 20 mL de 

culture de levure sur un milieu sŽlectif (SD-URA)  sÕest faite ˆ lÕaide dÕune modification du protocole 

du kit GeneJET plasmid miniprep. Apr•s avoir ajoutŽ la solution de resuspension, les cellules de la 

levure ont ŽtŽ lysŽes ˆ lÕaide de lÕappareil FastPrep-24ª 5G (MP Biomedicals). Le plasmide a ŽtŽ 

ensuite purifiŽ sur colonne selon le protocole standard. Les transformations de lÕE. coli rendue 

chimio-compŽtente par le mŽthode TSS ont ŽtŽ effectuŽes par le choc thermique en utilisant 1 ˆ 3 µL 

du plasmide provenant de la levure. Les bactŽries ont ŽtŽ sŽlectionnŽes sur milieu solide supplŽmentŽ 

de lÕantibiotique appropriŽ. Les plasmides ont ensuite ŽtŽ purifiŽs de lÕE. coli et vŽrifiŽs par PCR, 

digestion et sŽquen•age. 

 

V.2.6*Extraction dÕADN gŽnomique de P. extremaustralis 

LÕADN gŽnomique a ŽtŽ prŽparŽ ˆ partir de 40 mL de culture de P. extremaustralis en LB en phase 

stationnaire. Apr•s centrifugation, les cellules ont ŽtŽ reprises dans 10 mL de tampon SET (NaCl ˆ 

75 mM,  EDTA ˆ 25 mM (pH 8), Tris-HCl ˆ 20 mM (pH 7.5)) auquel 300 µl dÕEDTA ˆ 0.5 M ainsi 

que 500 µl de lysozyme ˆ 50 mg/mL ont ŽtŽ ajoutŽs. Le mŽlange a ŽtŽ incubŽ ˆ 37 ¡C pendant 30 

minutes suivi par lÕajout de 500 µL de proteinase K ˆ 20 mg/mL et 5 mL de SDS ˆ 10%. LÕincubation 

de ce mŽlangŽ a ŽtŽ ensuite faite ˆ 55¡C pendant au moins 1 h.  Cinq mL de NaCl ˆ 5 M ont ŽtŽ 

ajoutŽs et lÕensemble a ŽtŽ mŽlangŽ par retournement. Le mŽlange a ŽtŽ laissŽ ˆ tempŽrature ambiante 

pendant 15 minutes. Enfin, 30 mL de chloroforme ont ŽtŽ ajoutŽs puis les deux phases ont ŽtŽ sŽparŽes 

par centrifugation ˆ 4000 g pendant 5 minutes ˆ 4 ¡C. La phase supŽrieure (phase aqueuse) a ŽtŽ 

prŽlevŽe et subit une nouvelle centrifugation ˆ 13000 rpm. Un volume Žquivalent dÕisopropanol a ŽtŽ 

ajoutŽ dans le surnageant pour prŽcipiter lÕADN gŽnomique (lÕADNg). LÕADNg a ŽtŽ prŽlevŽ 

dŽlicatement pour •tre lavŽ rapidement dans 1 mL dÕEtOH ˆ 70% par trempage puis dans 1 mL de 

lÕeau milliQ. LÕADNg a ŽtŽ repris dans 1 mL de lÕeau milliQ pendant la nuit ˆ 4¡C. La concentration 

de lÕADNg de cette prŽparation Žtait 10 !g/!L. 
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V.2.7*Capture directe par TAR cloning (Transformation-

associated recombination) 

Les plasmides de capture sont ceux qui ont ŽtŽ prŽparŽs par la mŽthode AGAP. Ils ont ŽtŽs linŽarisŽs 

par digestion avec lÕenzyme SpeI ˆ 37¡C pendant la nuit. Ils ont ensuite ŽtŽ purifiŽs sur gel ˆ 1% 

dÕagarose et purifiŽs par le kit miniprep kit GeneJET Plasmid. LÕADN gŽnomique a ŽtŽ digŽrŽ soit 

par NdeI soit doublement digŽrŽ par NdeI et ClaI ˆ 37¡c pendant la nuit. Les sphŽroblates ont ŽtŽ 

prŽparŽs ˆ partir de 100 mL de culture avec une DO de 0,7-1 de S. cerevisae VL6-48 (ATCC-MYA -

3666). Le protocole est une modification du protocole de Yamanaka et al (2014). La Zymolase 20T 

ˆ 10mg/mL est utilisŽe ˆ la concentration de 0,08 U/mL pour 40 mL solution SPE dans laquelle on a 

ajoutŽ au prŽalable (5 minutes avant) 40 µL de 2-§-mercaptoethanol ˆ 14 mM.  Les levures ont ŽtŽ 

reprise dans du 40 mL de solution SPE (Sorbitol ˆ 1 M , Na2HPO4 ˆ 0.01 M, Na2EDTA ˆ 0.01 M, 

pH 7.5) apr•s avoir ŽtŽ lavŽ deux fois avec 50 mL de sorbitol ˆ 1M. Lorsque quÕun rapport 

DO600(Sorb)/DO600(SDS) de lÕordre de 10 (la DO est mesurŽe apr•s avoir diluŽ les sphŽroblastes au demi 

dans du sorbitol ou dans une solution dÕH2O contenant 2% de SDS et apr•s avoir fait le blanc pour 

chacune des dilutions) est obtenu les sphŽroblastes sont mis ˆ 4¡C pendant la nuit avec 100 mL de 

sorbitol 1M pour faire une stabilisation osmotique. Apr•s avoir ŽtŽ lavŽs deux fois avec 100 mL de 

Sorbitol 1M ˆ 4¡C et centrifugŽs ˆ une vitesse ne dŽpassant pas les 600g, les sphŽroblastes ont ŽtŽs 

repris dans 4 mL de solution STC.( Sorbitol ˆ 1 M, HCl-Tris- ˆ 0,01 M ; CaCl2  0.01 M ; ph 7,5). Les 

transforation ont ŽtŽ faite avec entre 400 ng et 1000 ng de plasmides et en utilisant entre 1200 ng et 2500 

dÕADN gŽnomique simplement ou doublement digŽrŽs. Les tŽmoins positifs ont ŽtŽ fait avec du 

plasmide circulaire. Des ont ŽtŽ mis sphŽroblastes sur des milieux non sŽlectifs pour Žvaluer la 

rŽgŽnŽration. La sŽlection a ŽtŽ fait sur le milieu Dropout His-Leu-Lys-Ura- gŽlosŽ 2,5% (pour le 

fond de la boite) et 3% (pour la partie TOP) ˆ additionnŽ de sorbitol 1M pendant 7 jours ˆ 30 ¡C. 

LÕagar utilisŽ doit impŽrativement •tre de la marque Bacto¨Agar. Le sorbitol est un Ç agarolytique È.  

Les colonies ont ŽtŽs repiquŽes repiquŽes sur un milieu sŽlectif sans sorbitol et apr•s deux jours 

dÕincubation, des PCR colonies ainsi que des mises en culture liquide ont ŽtŽ effectuŽes. 
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VI & RŽsultats 

VI.1&Construction dÕun syst•me dÕexpression par capture 

directe 

VI.1.1*Construction du vecteur dÕexpression pACYC 

AGAPv1_Mbt 

VI.1.1.1*Design du vecteur pACYC AGAPV1_Mbt 

Le vecteur navette de capture pACYCAGAPv1 a ŽtŽ 

con•u comme illustrŽ sur la Figure 15. Il  est dŽrivŽ du 

vecteur pACYCduet-1 qui sÕexprime dans E. coli et 

qui poss•de une origine de rŽplication p15A 

occasionnant un faible taux de copies. Ceci devrait 

permettre une meilleure stabilitŽ des plasmides de 

grande taille. Pour que le vecteur navette puisse se 

rŽpliquer chez la levure nous y avons ajoutŽ la 

cassette YCC (yeast cloning cassette) provenant du 

plasmide pRS426. Cette cassette comporte une 

origine de rŽplication de la levure 2µori ainsi que le 

g•ne ura3 permettant la sŽlection des levures 

transformŽes sur un milieu dŽficient en uracile. Nous 

avons choisi dÕajouter deux sŽquences dÕenviron 1 kb 

en amont (UP) et en aval (DN) du cluster Mbn_Pex 

comme bras homologues pour la recombinaison 

homologue. Un site de restriction SpeI a ŽtŽ ajoutŽ 

entre le fragment UP et DN afin de pouvoir linŽariser 

le vecteur (voir figure 23).  

  

Figure 23 : Design de pACYC AGAPv1. En jaune 

la cassette YCC, en violet les ŽlŽments du plasmide 

pACYCduet-1, en vert les bras de capture UP et 

DN. 
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Figure 24 : Princip e de design des amorces utilisŽ pour la recombinaison homologue AGAP. Exemple 

avec pACYC AGAPv1 

 

VI.1.1.2*RŽsultats  

Les fragments UP et DN ont ŽtŽ amplifiŽs par PCR ˆ partir de lÕADN gŽnomique de P. 

extremaustralis. La cassette YCC a ŽtŽ gŽnŽrŽe par PCR en utilisant pRS426 comme matrice. Tous 

les produits PCR ont ŽtŽ purifiŽs ˆ partir du gel dÕagarose. Le vecteur pACYCduet-1 a ŽtŽ linŽarisŽ 

par digestion avec NdeI et XbaI. Apr•s inactivation des enzymes de restriction, le vecteur digŽrŽ a ŽtŽ 

utilisŽ directement pour la transformation. LÕassemblage des quatre fragments dÕADN (le vecteur 

linŽaire, YCC, UP, DN) a ŽtŽ effectuŽ chez la levure S. cerevisiae BY4742 selon le protocole AGAP 

de Joska et al 151.  

 

Nous avons utilisŽ 800 ng de chaque produit PCR ainsi que 400 ng de pACYCduet-1 linŽaire pour la 

transformation dans la souche de S. cerevisiae BY4742 rendue compŽtente avec lÕacŽtate du lithium 

(LiOAC). Les transformants de la levure ont ŽtŽ sŽlectionnŽs sur un milieu sans uracile. 20 clones ont 

ŽtŽ obtenus apr•s incubation ̂  30¡C pendant 3 jours. Cinq plasmides alŽatoires ont ŽtŽ purifiŽs ̂  partir 

de la levure pour •tre transformŽs dans E. coli DH10b.  

 

VI.1.1.3*VŽrifications 

La vŽrification sÕest faite par digestion avec lÕenzyme PstI. Trois fragments Žtaient attendus : 4300 

pb, 1995 pb et 2372 pb. Les 5 clones sont corrects comme le montre la Figure 26. Cette technique a 
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une tr•s grande efficacitŽ. LÕinsertion des fragments UP et DN a ŽtŽ confirmŽe par le sŽquen•age en 

utilisant les amorces universelles T7term (voir annexe n¡1). 

  

A B 

Figure 25 : A/ Migration sur gel dÕagarose ˆ 1% de pACYC AGAPv1 digŽrŽ pendant 2h avec lÕenzyme 
PstI FD. Le puit n¡1 est pACYC AGAPv1digŽrŽ. Le puit n¡2 le m•me vecteur non digŽrŽ. Les 
fragments obtenus (̂ droite) correspondent aux profil s de digestion attendus (ˆ gauche). Le tŽmoin 
correspond au m•me plasmide non digŽrŽ sous sa forme super-enroulŽ. B/ Digestion dÕun plasmide 
dÕune colonie positive de E. coli TOP10. Le puit n¡1 contient le plasmide purifiŽ, le n¡2 pACYCduet-1  
Le profil de digestion est identique ˆ celui de pACYCduet-1 qui est le tŽmoin (plasmide vide). 

 

VI.1.1.4*Comparaison de la recombinaison homologue avec E.coli 

Il a ŽtŽ dŽmontrŽ que E. coli peut faire de la recombinaison homologue 152. Nous avons voulu savoir 

si E.coli Žtait capable dÕassembler nos fragments dÕADN. Pour cela nous avons rŽalisŽ les m•mes 

Žtapes que prŽcŽdemment dans E. coli TOP10. 

La souche a ŽtŽ transformŽe avec 250 ng de chaque produit PCR (UP, DN, YCC) et 130 ng de vecteur 

linŽarisŽ (pACYCduet1). Un total de 30 transformants a ŽtŽ obtenu. Les PCR sur les colonies avec 

les amorces T7 et T7term ont montrŽ que toutes les colonies Žtaient des pACYCduet1 sans insert. 

Cela pourrait •tre due ˆ la linŽarisation incompl•te du plasmide. Nous avons essayŽ diffŽrentes 

stratŽgies pour contourner ce probl•me : 1/ purification du plasmide linŽarisŽ par SpeI sur gel ; 2/ 

gŽnŽration des fragments de pACYCduet1 par PCR ; 3/ digestion de ces derniers fragments par 

lÕenzyme DpnI pour dŽtruire lÕADN mŽthylŽ. Aucune de ces stratŽgies ne donnent de clones corrects 

(Figure 26B). 

 
  

"#$!%& 
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VI.1.1.5*La capture directe du cluster mbt_Pex 

i.* PrŽparation du vecteur et de lÕADNg 

Le plasmide pACYC AGAPv1 a ŽtŽ linŽarisŽ par SpeI puis purifiŽ sur gel. LÕADN gŽnomique de P. 

extremaustralis a ŽtŽ digŽrŽ avec NdeI ou avec NdeI et ClaI.  

 

ii.* PrŽparation des sphŽroblastes  

Pour prŽparer les sphŽroblastes nous avons tout dÕabord utilisŽ le protocole de Yamanaka et al 148 qui 

est une version lŽg•rement modifiŽe du protocole de Kouprina et al146. Les levures en phase 

stationnaire (50 mL de culture avec une DO entre 5 et 8 repris dans 20 mL de milieu dÕincubation) 

sont incubŽes entre 20 et 40 minutes avec 0,02 U lyticase/mL (Zymolase 20T). Une Žtape de 

stabilisation osmotique a ŽtŽ ajoutŽe avant lÕincubation avec lÕenzyme. Pour cela, les levures sont 

mises en suspension dans du sorbitol 1M durant une nuit ˆ 4¡C. Aucun sphŽroblaste nÕa ŽtŽ obtenu.  

 

DÕautre tentatives ont ŽtŽs faites en augmentant progressivement la concentration de Zymolase 20T 

jusquÕˆ 2U/mL, soit 100 fois la concentration dŽcrite dans le protocole. A cette concentration, un 

faible nombre de sphŽroblastes a ŽtŽ obtenu. Les sphŽroblastes sont quantifiŽs en mesurant la 

diffŽrence de densitŽ optique entre des sphŽroblastes dans du sorbitol (DO600(Sorb)) et des sphŽroblastes 

dans du SDS ˆ 2% (DO600(SDS)). Les sphŽroblastes nÕayant plus de paroi se lysent ˆ cause du choc 

osmotique. Dans cette condition nous avons obtenu un ratio proche de 3. Ce rŽsultat nÕest pas suffisant 

Figure 26 : Structure du vecteur pACYC AGAPv1_mbt 
(apr•s capture directe) 
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pour la capture, dÕautant que la DO600(Sorb) a chutŽ dÕun facteur 4 (DO ˆ 0,9 ˆ T0 et DO ˆ 0,15 ˆ T40). 

Pour un ratio de 5 on consid•re quÕil y a 80% de sphŽroblastes. Il y a donc moins de 80 % de 

sphŽroblastes dans le milieu et ils sont en tr•s faible nombre. Un essai de rŽgŽnŽration sur un milieu 

non sŽlectif nÕa pas ŽtŽ concluant.  

 

Apr•s une recherche approfondie dans la littŽrature, nous avons utilisŽ un autre protocole pour faire 

des sphŽroblastes (https://www.addgene.org/static/data/plasmids/59/59981/59981-

attachment_7dNMMrPvnaVF.pdf). Les levures ont ŽtŽ utilisŽes dans la phase logarithmique 

(DO600 : 0,7-1). La Zymolase 20T est utilisŽe avec une concentration de 0,08 U/mL (4 fois plus 

ŽlevŽe que le protocole prŽcŽdent). Le 2-"  mercaptoŽthanol (14 mM) est  ajoutŽ avant et non plus au 

m•me moment que lÕenzyme. Un ratio DO600(Sorb)/DO600(SDS) proche de 10 a ŽtŽ obtenu apr•s 48 

minutes de traitement avec la Zymolase 20T ̂  30¡C. Ceci correspond ˆ plus de 90% de sphŽroblastes 

(Figure 25).  

 

iii. * Transformation des sphŽroblastes 

Les sphŽroblastes de S. cerevisiae VL6-48 ont ŽtŽ transformŽs selon le protocole de Yamanaka et al 
148 avec 400 ng  pACYC AGAPv1 linŽarisŽ et 1,2 ! g dÕADN gŽnomique digŽrŽ par NdeI ou 

doublement digŽrŽ par NdeI et ClaI pour chaque transformation. Pour les deux conditions 

(simplement digŽrŽ ou doublement) 3 transformants ont ŽtŽ obtenus.  
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iv.* VŽrification des transformants 

La PCR sur colonie utilisant les amorces pour amplifier le g•ne mbn-P a montrŽ que 3 clones sur les 

6 semblent correct : 1 pour lÕADNg simplement digŽrŽ et 2 pour lÕADNg doublement digŽrŽ (Figure 

27). 

 

Les transformants repiquŽs en milieu liquide sŽlectif (SD-URA) ne poussent pas. Pourtant les souches 

poussent apr•s deux repiquages successifs sur milieu sŽlectif solide. Nous ne sommes donc pas en 

mesure de faire les vŽrifications par digestion et sŽquen•age pour le moment. 

  

xFigure 27 : Colonie PCR du g•ne mbnP des levures apr•s capture directe du cluster mbn_Pex.  LÕADNg 
des puits de 1 ˆ 3 est digŽrŽ par NdeI. et par NdeI/ClaI pour les puits de 4 ˆ 6 sont les colonies. Les deux B 
sont des blancs sans matrice. Seulement 50% des clones sont corrects. 
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VI.1.2*Construction du vecteur dÕexpression pACYC 

AGAPs3_Mbt  

VI.1.2.1*Design du vecteur pACYC AGAPV1_Mbt 

Ce vecteur de capture poss•de les m•mes ŽlŽments que le prŽcŽdent mais une organisation diffŽrente. 

Le g•ne ura3 a ŽtŽ dŽplacŽ entre les deux fragments UP and DN (Figure 28). De cette fa•on une 

premi•re sŽlection pour la construction du vecteur de capture est possible sur un milieu dŽficient en 

uracile. Lors de la capture directe le g•ne ura3 nÕest plus prŽsent. Le g•ne ura3 code lÕenzyme 

orotidine 5'-phosphate dŽcarboxylase (ODCase) qui catalyse une rŽaction de synth•se de 

ribonuclŽotides pyrimidiques qui composent lÕARN. En lÕabsence de ce g•ne la levure nÕest plus 

capable de synthŽtiser de lÕuracile. Cela a pour consŽquence dÕemp•cher son dŽveloppement sans 

uracile ou uridine dans le milieu 153. Au contraire si du 5-FOA (5-Fluoroorotic acid) est ajoutŽ au 

milieu, lÕODCase active va convertir le 5-FOA en 5-fluorouracil qui est un composant toxique 

causant la mort cellulaire. Les plasmides recombinants ont ŽjectŽ ura3. En prŽsence de 5-FOA ils ne 

seront pas toxiques pour les levures. On sŽlectionne contre le g•ne ura3 pour la capture directe. 

Figure 28 : Design de pACYC AGAPs3. En jaune la cassette YCC, en violet les ŽlŽments du plasmide 
pACYCduet-1, en vert les bras de capture UP et DN. 
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VI.1.2.2*RŽsultats 

Selon le m•me protocole de Joska et al nous avons utilisŽ 800 ng de chaque insert (UP, DN, URA3, 

2µORI) et 400 ng de vecteur linŽarisŽ (ˆ lÕaide de Nde I et XbaI). Les clones recombinants ont ŽtŽ 

sŽlectionnŽs sur un milieu sans uracile. Nous avons obtenu 3 colonies dont les plasmides ont ŽtŽ 

transformŽs dans E.coli DH10b. 

 

VI.1.2.3*VŽrification 

Pour la digestion avec lÕenzyme MunI, nous attendions deux fragments ˆ 3300 pb et 3700 pb ainsi 

quÕun fragment ˆ 2100 pb.  Comme le montre la Figure 21, 2 clones sur 3 obtenus sont corrects. Le 

sŽquen•age avec les amorces AGAPCheck_R et T7term viennent confirmer ces rŽsultats (voir annexe 

n¡2). 

 

VI.1.3*Construction du vecteur dÕexpression pCOLA 

AGAPv1_Mbt  

VI.1.3.1&Construction du vecteur navette 

 

i.* Design de pCOLA AGAPv1 Mbn 

La stratŽgie utilisŽe est la m•me que pour le plasmide pACYC AGAPv1 sauf pour le plasmide de 

Figure 29 : Profil de digestion de pACYC AGAPs3 par lÕenzyme MunI. 1 et 2 sont deux plasmides 
venant de deux colonies. A gauche le profil attendu, ˆ droite le profil obtenu. 
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dŽpart qui est le plasmide pCOLAduet1 dont lÕorigine ColA ori maintient un nombre ŽlevŽ de 

plasmides dans la bactŽrie. Le plasmide est doublement digŽrŽ par les enzymes NotI et XbaI. Les 

inserts UP et DN sont amplifiŽs par Taq PCR de la m•me fa•on que prŽcŽdemment permettant la 

recombinaison avec le Ç backbone È du plasmide. LÕinsert YCC est strictement identique car les 

sŽquences autour du site XbaI sont les m•mes chez pCOLAduet-1 que chez pACYCduet-1.  

 

ii.* RŽsultats 

Nous avons utilisŽ 800 ng de chaque insert amplifiŽ par PCR, purifiŽ sur gel dÕagarose (UP, DN, 

YCC) secondairement. 400 ng de vecteur linŽarisŽ non purifiŽ (ˆ lÕaide de Not I et XbaI) ont ŽtŽ 

transformŽs dans la souche de S. cerevisiae BY4742 rendue compŽtente avec du LiOAC 0,1 M et du 

PEG 3500. Les clones recombinants ont ŽtŽ sŽlectionnŽs sur un milieu sans uracile.  

Ce plasmide pose probl•me : 1/ la premi•re transformation nÕa donnŽ aucun clone ; 2/ un deuxi•me 

essai a donnŽ trois clones. Sur ces trois clones les transformations dans E.coli nÕont donnŽ que 5 

clones, dont les fragments de digestion ne correspondent pas ˆ ceux que lÕon devait obtenir. Faute de 

temps ces observations nÕont pu •tre approfondies.  

 

VI.2&Construction par recombinaison homologue chez la levure 

du cluster natif 

Les amorces ont ŽtŽ commandŽes la premi•re semaine de juin. Cette construction ne sera pas rŽalisŽe 

avant le rendu de ce rapport. Les g•nes seront amplifiŽs par PCR ˆ lÕaide dÕune polymŽrase Phusion 

qui est une enzyme haute-fidŽlitŽ. Les premiers essais avec une telle enzyme nÕont pas permis 

dÕamplification. Il y a donc un travail important dÕoptimisation. Le cluster est divisŽ en 3 parties R1, 

R2, R3. 

 

VI.3&Construction dÕun syst•me dÕexpression par clonage ˆ 

lÕaide dÕenzymes de restriction 

Cette stratŽgie consiste ˆ cloner sŽquentiellement les cinq g•nes impliquŽs dans la biosynth•se de 

Mbt_Pex (mbnA, mbnB, mbnC, mbnP, mbnH), chacun sous contr™le de leur propre promoteur T7 

dans un vecteur dÕexpression pour E. coli. Pour cela les g•nes seront clonŽs au prŽalable sous les 

promoteurs T7 dans pACYC (pour mbnA) ou pET 28b(+) (pour mbnB, mbnC, mbnP et mbnH). Les 

g•nes avec leur promoteur T7 seront ensuite amplifiŽs par PCR et insŽrŽs en sŽquence dans 



 72 

pCOLAduet-1 avec lÕaide dÕune sŽrie dÕenzymes de restriction (Figure 30).  

 

 
Figure 30 : StratŽgie de construction du syst•me dÕexpression hŽtŽrologue ˆ lÕaide dÕenzymes de 
restriction  

 

VI.3.1*PrŽparation des inserts par PCR 

 

Nous disposions dŽjˆ au laboratoire pACYC_mbnA, pET28_mbnB et pET28_mbnC construit. Ces 

g•nes avec le promoteur T7 ont ŽtŽ obtenus par PCR avec lÕADN Polymerase Phusion (Figure 31). 

Ces fragments ont ŽtŽ purifiŽs ˆ partir du gel dÕagarose et stockŽs ˆ Ð 20¡C pour les Žtapes 

suivantes. 
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Figure 31 : A/ PCR colonies de pACYC_mbnA avec les amorces spŽcifique de mbnA (100pb) 1,2 et 3 
sont des colonies diffŽrentes B/PCR prŽparative de mbnB (980pb) ˆ partir de pET28_mbnB  avec les 
primers MbnB_F et MbnB-R, 1,2et3 sont identiques ; C/ PCR prŽparative de mbnC avec les primers 

MbnC_Fet MbnC_R ˆ partir de pet28_C (700pb), 1,2et3 sont identiques. 

 

VI.3.2*Construction de pCOLA_mbnA 

Le produit PCR T7-mbnA a ŽtŽ insŽrŽ entre le site SacI et NotI dans pCOLAduet1. Le plasmide 

gŽnŽrŽ a ŽtŽ confirmŽ par PCR (Figure 24), et le sŽquen•age (voir annexe ¡4).  

 

VI.3.3*Construction de pCOLA_mbnA_mbnB 

LÕinsert T7-mbnB a ŽtŽ amplifiŽ par PCR et digŽrŽ par NotI et HindIII. Le vecteur pCOLA_mbnA a 

ŽtŽ linŽarisŽ avec les m•mes enzymes de restriction et purifiŽ. Apr•s ligation avec un ratio 

insert/vecteur 3 :1, seul des faux positifs ont ŽtŽ obtenus. Nous avons fait varier les ratios 

insert/vecteur pour la ligation (2, 4 ou 5) tous sans succ•s. Il est probable que la digestion avec les 

enzymes NotI et HindIII ne soit pas correcte.  

 

VI.3.4*Construction du vecteur pET28-mbnP 

Nous avons amplifiŽ ce g•ne ˆ partir de lÕADN gŽnomique de P. extremaustralis. Pour cela nous 

avons utilisŽ la Taq ADN polymŽrase pour le PCR. Le g•ne a ŽtŽ insŽrŽ entre le site NdeI et XhoI 

dans pET28b (+). LÕinsertion de mbnP a ŽtŽ confirmŽe par PCR (Figure 32). Cependant le sŽquen•age 
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a mis en Žvidence deux mutations sur la sŽquence de mbnP : ˆ la position c345 T>C  soit le 

changement dÕune Glutamine par une Tyrosine et c484A>G soit la substitution dÕune Leucine par 

une Argine (voir annexe n¡4).  

 

 

Figure 32 : A/ Puit 1, PCR du g•ne mbnA avec ses amorces spŽcifiques ˆ partir du plasmide 
pCOLA_mbnA B/ Puit 1 PCR du g•ne mbnP de pET28_mbnP  avec les amorces MbtP_F2 et MbtP_R 

 

VII &Discussions 

VII.1 & La recombinaison homologue pour construire un 

vecteur et capturer un cluster 

VII.1.1*La construction des plasmides avec AGAP 

Le protocole AGAP (Any-gene-any-plasmid) porte bien son nom. CÕest une mŽthode simple 

apportant beaucoup de flexibilitŽ. Cette mŽthode permet en une seule Žtape dÕobtenir un vecteur 

navette qui est ˆ la fois un vecteur de clonage, un vecteur de capture et un vecteur dÕexpression. 

 

La reproductibilitŽ du protocole de Joska et al46 permet une optimisation aisŽe. Il faut faire attention 

ˆ utiliser des levures fra”chement ŽtalŽes sur une boite de pŽtri. En effet apr•s deux semaines, les 
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levures perdent beaucoup en efficacitŽ m•me apr•s une prŽculture. Des souches dŽrivŽes de S. 

cerevisiae S288 (MAT" his3#1 leu2#0 lys2#0 ura3#0) doivent •tre utilisŽes comme S. cerevisiae 

BY4742. Leur gŽnotype contient des marqueurs de sŽlection dŽlŽtŽs ainsi que dÕautres dŽlŽtions sur 

des ŽlŽments que lÕon retrouve classiquement dans les plasmides154. Le principal inconvŽnient est la 

quantitŽ importante dÕADN nŽcessaire (entre 0,5-1 µg ) comparŽ aux clonages classiques qui 

nŽcessitent entre 3 et 5 fois moins dÕADN. 

 

 Il est Žgalement important de prendre en compte le temps relativement long de doublement des 

levures (1h30) par rapport ˆ E.coli (20 minutes). Huit heures sont nŽcessaires pour prŽparer des 

levures compŽtentes, deux ˆ trois jours pour que des colonies isolŽes apparaissent sur une boite, puis 

ˆ nouveau 15 heures pour mettre en culture les levures afin de purifier le plasmide. Le plasmide doit 

•tre ensuite transformŽ dans une souche de clonage (24 h). Au total, pour obtenir une quantitŽ 

importante de plasmides recombinants, 5 jours de travail sont nŽcessaires auxquels on rajoute trois 

jours en amont pour amplifier les fragments PCR et prŽparer le vecteur de dŽpart. En 8 jours il est 

donc possible dÕobtenir un plasmide contenant nÕimporte quelle cassette de sŽlection avec nÕimporte 

quel g•ne (voir annexe n¡5).  

 

Les transformations sont tr•s efficaces (proche de 100%) jusquÕˆ des recombinaisons avec 6 

fragments. De cette fa•on nous avons obtenu deux vecteurs : lÕun avec les ŽlŽments de la levure 

regroupŽs dans une seule cassette (pACYC AGAPv1), lÕautre avec le g•ne ura3 entre les deux bras 

de capture UP et DN (pACYC AGAPs3). Pour lÕinstant lÕassemblage du vecteur pCOLA AGAPv1 

ne fonctionne pas. 

  

VII.1.2*Le clonage TAR 

La principale difficultŽ consiste en lÕobtention de sphŽroblastes. Pour notre premier essai nous avons 

utilisŽ le protocole dŽcrit par Yamanaka et al, sans succ•s. LÕutilisation des levures dans leur phase 

stationnaire (DO 5-8) nÕest pas efficace. En microscopie optique (grossissement x1000) il nÕest pas 

Žvident de distinguer les sphŽroblastes des levures (Figure 33). De m•me, la mesure de la densitŽ 

optique ˆ 600 nm dans du SDS 2% ne montre pas de lyse. Pour obtenir quelques sphŽroblastes, la 

quantitŽ de Zymolase 20T a ŽtŽ multipliŽe par 100 (Figure 34).  
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Figure 33 : Observation par microscopie optique de S.cerevisiae avec un grossissement x1000 pendant 
lÕincubation ˆ 30¡C avec 0,02 U/mL de Zymolase 20T. A/Levures ˆ T0 en phase stationnaire. Le corps 
cellulaire est rond et entourŽ dÕun halo lumineux large. B/ Levures ˆ T40 minutes.  

  

 

Il est possible que la paroi cellulaire de la levure soit moins accessible ˆ la Zymolase 20T lorsque la 

levure ne se divise plus. La quantitŽ dÕenzyme utilisŽe pour obtenir quelques sphŽroblastes est tr•s 

importante (100 fois la concentration de dŽpart). Les sphŽroblastes ainsi obtenus sont tr•s instables. 

Nous nÕavons pu obtenir de rŽgŽnŽration sur un milieu non sŽlectif. Il est possible que les 

sphŽroblastes nÕaient pas survŽcu aux Žtapes de centrifugation m•me ˆ 600g. 

Figure 34 : Ratio DO600(Sorb)/DO600(SDS) en fonction du temps. LÕincubation se fait ̂  30¡C 
avec une agitation lente (150 rpm). Plus la valeur est grande plus il y a de sphŽroblastes. 
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Dans un deuxi•me temps, nous avons utilisŽ avec succ•s des levures en phase logarithmique pour 

faire des sphŽroblastes. La Zymolase 20T a ŽtŽ utilisŽe avec une concentration de 0,08 U/mL pendant 

48 minutes. Morphologiquement, il est facile de distinguer les sphŽroblastes. Les levures Ç jeunes È 

sont allongŽes (Figure 35). 

 

 

Figure 35 : Observation par microscopie optique de S. cerevisiae avec un grossissement x1000 pendant 

lÕincubation ˆ 30¡C avec 0,08 U/mL de Zymolase. A/Levures ˆ T0 en phase logarithmique. Le corps 

cellulaire est ovale. B/ Levures ˆ T40 minute. Le corps cellulaire est rond. 

 

Le ratio DO600(Sorb)/DO600(SDS) est proche de 10 (Figure 34), la rŽgŽnŽration donne un tapis de cellules. 

Nous avons utilisŽ ces sphŽroblastes pour faire les transformations.  

 

Avec 400 ng pACYC AGAPv1 linŽarisŽ et 1.2 ! g dÕADN gŽnomique digŽrŽ pour une transformation, 

nous avons obtenu 3 clones corrects sur 6. La souche S. cerevisiae VL6-48 (MAT alpha, his3-D200, 

trp1-D1, ura3-52, lys2, ade2-101, met14, psi+cir0) poss•de le g•ne ura3 inactivŽ mais pas dŽlŽtŽ. Il 

est possible et fort probable que des Žv•nements de recombinaison entre le plasmide et lÕADN 

gŽnomique surviennent. M•me apr•s purification sur gel, il est possible que du vecteur circulaire soit 

toujours prŽsent. Ces deux explications ˆ lÕefficacitŽ modŽrŽe (50%) pour un cluster de petite taille 

(10 kb) peuvent •tre contournŽes en employant le plasmide pACYC AGAPs3 avec ajout de 5-FOA 

dans le milieu de sŽlection. Les essais sont en cours.  
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Notre protocole doit •tre amŽliorŽ car nous nÕavons obtenu que 6 clones dont 3 corrects avec 

le plasmide pACYC AGAPv1. Yamanaka et al obtiennent plusieurs dizaines de clones pour des 

clusters de 60 kb. 

 

Nous avons obtenu un plasmide avec le cluster de la mŽthanobactine-like (Mbn-Pex) :  

pACYC AGAP_v1_Mbn. Le clone de levure recombinant ne pousse pas en milieu sŽlectif liquide. 

Pourtant, ce clone a ŽtŽ repiquŽ deux fois sur un milieu solide sans uracile, ce qui exclu un faux positif 

dž ˆ la prŽsence dÕuracile dans la levure (Figure 36). Nous ne pouvons pas pour lÕinstant transformer 

le plasmide dans une souche de E.coli, ni confirmer lÕexactitude de la construction par digestion et 

sŽquen•age.  

VII.2 & La construction du plasmide par clonage classique  

Le sŽquen•age a confirmŽ lÕinsertion du g•ne mbnA dans pCOLAduet-1. Nous nÕarrivons pas ˆ 

insŽrer le g•ne mbnB. Plusieurs explications existent mais ne sont que des suppositions : 1/ lÕinsert 

mbnB ou le vecteur nÕest pas correctement digŽrŽ par les enzymes NotI et HindIII  (suite ˆ des 

mutations sur les sites de restrictions ?) ; 2/ la ligation est difficile et poss•de un mauvais rendement ; 

3/ le vecteur pCOLA_mbnA_mbnB nÕest pas stable car il est maintenu en grande quantitŽ dans la 

levure.  

Figure 36 : Repiquage sur milieu sŽlectif des 

colonies de levure apr•s capture direct dont le 

g•ne mbnP ˆ ŽtŽ amplifiŽ par PCR 
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Le sŽquen•age du plasmide pET28b (+)-mbnP montre deux mutations (voir annexe n¡4 ) LÕutilisation 

dÕune enzyme TAQ pour faire la PCR ˆ partir de lÕADNg est une explication.  

Deux mutations sur un g•ne si court (moins de 1kb) est statistiquement improbable : une Taq 

polymerase a une fidŽlitŽ de 10-5 mutation par pb. Il peut sÕagir dÕune erreur de sŽquen•age du gŽnome 

de P. extremaustralis. NŽanmoins ce type de construction est susceptible dÕengendrer des mutations 

car chaque g•ne sera amplifiŽ deux fois.  

 

Ce clonage reste intŽressant car cela permet de supprimer toute rŽgulation native et dÕobtenir une 

forte production de chaque enzyme ou peptide clonŽ sous le promoteur T7. 

 

VII.3 & La biologie de synth•se ˆ lÕaide de la levure  

Les travaux effectuŽs ˆ ce stade montrent lÕintŽr•t de la recombinaison homologue chez la levure 

pour la construction de syst•me dÕexpression hŽtŽrologue. En quatre semaines, il est possible de 

capturer nÕimporte quel cluster (jusquÕˆ 250 kb) pour lÕassembler dans un vecteur dÕexpression pour 

un cožt rŽduit (voir annexe n¡6) 146 

 

On peut imaginer transformer le plasmide contenant le cluster dÕintŽr•t directement dans une souche 

dÕexpression sans passer par une souche de clonage comme E.coli DH10b ou TOP10. Pour cela il 

faut optimiser lÕextraction plasmidique de la levure qui nÕa pas un bon rendement.  

 

Pour conclure, cette mŽthode est un outil formidable pour exprimer de fa•on hŽtŽrologue un cluster 

silencieux, surtout si lÕexpression hŽtŽrologue se fait dans une souche proche de la souche de dŽpart : 

il nÕy a pas de plasmide contenant les marqueurs et les origines de rŽplication pour des souches 

bactŽriennes peu ŽtudiŽes. Cette mŽthode permet de contourner ce probl•me. Les seules limitations 

sont : 1/ travailler sur un h™te procaryote ; 2/ le gŽnome de la souche contenant le cluster doit •tre 

sŽquencŽ pour pouvoir choisir les bras de capture. 

 

Par comparaison le clonage classique prŽsente plusieurs inconvŽnients. Chaque g•ne sera amplifiŽ 

deux fois par PCR multipliant ainsi les risques de mutation. Le nombre de clonages, de PCR, de 

digestion, de ligation est important. Chaque Žtape peut •tre limitante, comme cÕest le cas actuellement 

avec le clonage de mbnB dans pCOLA T7w mbnA. Cette mŽthode a tout de m•me lÕavantage de 

placer sous un promoteur fort inductible et indŽpendant chaque g•ne dÕintŽr•t. Il faut faire tout de 

m•me attention lors de lÕinduction car la traduction de toutes ces protŽines en si grand nombre risque 
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dÕ•tre dŽlicate et dÕentrainer des prŽcipitations ou des inclusions. DÕautre part cette mŽthode ne peut 

pas sÕappliquer ˆ de grands clusters contenant plusieurs dizaines de g•nes. 

 

VIII & Conclusion et perspectives 

Ce stage a permis : 1) la mise en place dÕun protocole de recombinaison homologue chez la levure 

pour assembler les multiples fragments dÕADN ; 2) la mise en place dÕun protocole de la capture 

directe des clusters des g•nes ˆ partir de lÕADN gŽnomique chez la levure ; 3) la conception et la 

construction dÕun vecteur pour lÕexpression du cluster Mbt_Pex chez E. coli ; enfin 4) lÕinitiation 

dÕautres stratŽgies de clonage pour construire un tel syst•me. La perspective immŽdiate de ce travail 

sera de tester lÕexpression du cluster chez E. coli BL21(DE3) utilisant le vecteur 

pACYC_AGPAv3_mbt construit. Il faudra optimiser les conditions dÕexpression en variant la 

tempŽrature de culture et le milieu (milieu riche ou milieu pauvre). Le peptide prŽsent dans les extraits 

sera analysŽ par chromatographie liquide couplŽe au spectromŽtrie de masse. De plus, il sera 

envisageable dÕeffectuer les manipulations gŽnŽtiques sur le cluster, e. g. lÕaddition dÕun promoteur 

inductible qui faciliterait la production du peptide. LÕanalyse se fera par guidage LC-MS en 

comparant lÕextrait dÕun milieu avec induction et lÕextrait dÕun milieu sans induction. Une fois les 

conditions de production identifiŽes, le peptide Mbn_Pex sera purifiŽ en quantitŽ suffisante pour le 

caractŽriser par RMN et cristallographie. 

 

En parall•le de ces Žtapes, la construction dÕun syst•me dÕexpression hŽtŽrologue reprŽsente le point 

de dŽpart pour Žtudier la biosynth•se des mŽthanobactines. Le cluster est sur un plasmide, ce qui 

facilite la modification gŽnŽtique dans E. coli. Cela permet de supprimer des g•nes ou dÕen gŽnŽrer 

des variants facilement ˆ lÕaide des nombreux outils gŽnŽtiques disponible comme PCR targeting155. 
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ANNEXE N¡1 : pACYC AGAPv1 

 
Figure 28 :  Design de la construction de pACYC AGAPv1 avec la position des amorces 

Nom de 

lÕinsert 

Primer Forward  Primer Reverse Template 

YCC 

( ura3+ori) 

YCC ACYC F XbaI YCC ACYC R XbaI pRS426 

UP Forward 1 kb upstream Reverse 1 kb upstream ADNg P.extreamaustralis 

DN Forward 1 kbdown 

stream 

Reverse 1 kb downstream ADNg P.extreamaustralis 

Figure 29 : Primers et template  utilisŽs pouramplifier par PCR les fragments de pCOLA AGAPv1 , voir MM pour sŽquence 

des primers 
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ANNEXE N¡2 : pACYC AGAPs3 

 
Figure 30 :  Design de la construction de pACYC AGAPs3 avec la position des primers  

Nom de 

lÕinsert 

Primer Forward  Primer Reverse Template 

URA3 URA3 forward URA3 reverse pRS426 

2uORI YCC ACYC F XbaI 2microori reverse pRS426 

UP Forward 1 kb upstream Reverse 1 kb upstream ADNg P.extreamaustralis 

DN Forward 1 kbdown stream Reverse 1 kb downstream ADNg P.extreamaustralis 

Figure 31 : Primers et template  utilisŽs pouramplifier par PCR les fragments de pACYC AGAPs3, voir MM pour sŽquence 

des primers 

 
Figure 32 : SŽquen•age de pACYC AGAPs3 permettant dÕobserver la jonction entre UP et le g•ne ura3 

 
Figure 33 : SŽquen•age de pACYC AGAPs3 permettant dÕobserver la jonction entre DN et le pACYCduet1 
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ANNEXE N¡3 : pCOLA AGAPv1 

 
Figure 34 :  Design de la construction de pCOLA AGAPv1 avec la position des primers  

Nom de 

lÕinsert 

Primer Forward  Primer Reverse Template 

YCC 

( ura3+ori) 

YCC ACYC F XbaI YCC ACYC R XbaI pRS426 

UP CAGAPv1_F Reverse 1 kb upstream ADNg P.extreamaustralis 

DN Forward 1 kbdown 

stream 

CAGAPv1_R ADNg P.extreamaustralis 

Figure 35 : Primers et template  utilisŽs pouramplifier par PCR les fragments de pCOLA AGAPv1 , voir MM pour sŽquence 

des primer 
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ANNEXE N¡4 

 
Figure 36 : SŽquen•age de pCOLA_mbnA avec lÕamorce T7term 

 

Figure 37 : SŽquen•age de pET28_mbnP avec lÕamorce T7term 

 

 

Figure 38 : Diagramme de Grandtt proposant un planning avec lÕensemble des Žtapes nŽcessaires ˆ la 

capture dÕun cluster de biosynth•se dÕune souche procaryote 
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ANNEXE n¡5 

Liste des amorces utilisŽs pour ces travaux. 

Name SŽquence 5Õ -> 3Õ 
YCC ACYC F_XbaI GAAGATCATCTTATTAATCAGATAAAATATTTGGTTCCGCGCACATTTCC 

YCC ACYC R XbaI TACATTTGAAGAGATAAATTGCACTGAAATCTAGTGAGTTTAGTATACATGC  

Forward 1 kb upstream ATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCATGCTCTCCAACAGGCACC 

Reverse 1kb upstream CGTACCACGTCGACCTGC 

Forwarse 1 kb downstream GGACTTGATCAAGCAGGTCGACGTGGTACGACTAGTACACAGGCTTCCTGATGACC 

Reverse 1 kb downstream GGCTGTGGTGATGATGGTGATGGCTGCTGCCCATGGGCGATGTCGGCTTTCAT 

2microori reverse TTTGAAGAGATAAATTGCACTGAAATCTAGGATTTATCTTCGTTTCC 

URA 3 forward GGACTTGATCAAGCAGGTCGACGTGGTACGATGTCGAAAGCTACATATAAGG 

Ura3 reverse GAAAGCTATTGGTCATCAGGAAGCCTGTGTACTAGTTGAGTTTAGTATACATGC 

1 kb Dn forward ACACAGGCTTCCTGATGACC 

ACYC_F1 ATTTCAGTGCAATTTATCTCTTC 

ACYC_R1 GTATATCTCCTTATTAAAGTTAAAC  

ACYC_R2 ATATTTTATCTGATTAATAAGATG  

ACYC_F2 GCAGCAGCCATCACCATCATC 

URA_F3 ACTGCGCGCCGTTTTCCTCAGACTCTGCCTATGTCGAAAGCTACATATAAGG 

UP2_R AGGCAGAGTCTGAGG 

UP2a_F CAATTCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACACGTAGTGTCCTGAATTG 

LacO_R GTTAAACAAAATTATTTC  

MbtA_F GCATACGAGCTCGCATTAGGAAATTAATACGAC 

MbtA_R CGTTAAGCGGCCGCGCAAGCTTTGCTTCAGTTC 

MbtB_F GCTTACDGCGGCCGCTAATACGACTCACTATAGG 

MbtB_R GCCAATTGGCGGCCGCTCATGACTGAAGCGCC 

MbtCa_F GCTTACGCGGCCGCTTAATACGACTCACTATAGG 

MbtCa_R GGATTTACTCGAGTCAACGAGGCACATCGG 

MbtP_F GCATTACATATGCGTTCATTATCCG 

MbtP_F2 GCTTATCTCGAGGAAATTAATACGAC 

MbtP_R CCTAAGCTCGAGCCTAGGAAAGCGCCTGCAGTCATGGCTTTTGACG 

MbtH_F GCTTATCACATATGTTGACCGGCGGGCTGC 

MbtH_F2 GCTTTAACTGCAGTAATACGACTCACTATAG 

MbtH_R CTGAGCCTCGAGCCTAGGTCAGTGTTTGTGCTTCC 

AGAPSCheck_R GACAATTCTGCTAAC 

AGAPSCheck_F GGTAATCTCCGAACAG 

YCC_F2 GATCCTTTACGGATTCCCGACACCATCACTGGTTCCGCGCACATTTCC 

CAGAPv1_F GTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACACATGCTCTCCAACAGGC 

CAGAPv1_R CCGGCCGATATCCAATTGAGATCTGCCATAGGCGATGTCGGCTTTCATC 

MbtB_Fa GCTTACDAAGCTTTAATACGACTCACTATAG 

URAP_F CTGCGCGCCGTTTTCCTCAGACTCTGCCTAGCTTTTCAATTCAATTCATC 

ORIv3_R CATTTGAAGAGATAAATTGCACTGAAATCTAGGGTGGTATGGTGCACTCTC 

R1_F ATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACATGCCTGCTATGACCCAGGTCG 

R1_R CCAGTAGTCTCGACTCATGGC 

R2_F GCGTCAAAAGCCATGAGTCGAG 

R2_R GGCCTACGGTTTTACTGTTGG 

R3_F CGATCAGTTGCCAACAGTAAAAC 
R3_R GTGGTGATGATGGTGATGGCTGCTGCCCATGCCTGTGTTATGCCTGCTTTTACG 

R1_F_COLA GTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACAATGCCTGCTATGACCCAGGTC 

 
R3_R_COLA CCGGCCGATATCCAATTGAGATCTGCCATACCTGTGTTATGCCTGCTTTTAC 
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